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1.1. NEOSPOROSIS BOVINA: DEFINICION Y EVOLUCION HISTORICA

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria producida por Neospora
caninum que cursa con aborto y nacimiento de terneros con sintomatologia neuro-

muscular o clinicamente sanos, pero crénicamente infectados.

La primera identificaciéon de N. caninum tuvo lugar en Noruega; Bjerkas et al. (1984)
describieron en perros jovenes un sindrome caracterizado por encefalomielitis y miositis
causado por un parasito similar a Toxoplasma gondii. En 1988, en los EE.UU., Dubey et al.
(1988b) propusieron un nuevo género al identificar un protozoo en perros con sintomas
neuromusculares al que denominaron Neospora, con una Unica especie representativa
hasta ese momento: N. caninum. Seguidamente, se consiguio el aislamiento del agente en
cultivo celular y se reprodujo la infeccién experimentalmente en el perro (Dubey et al.,
1988a). En 1988 se desarrollé una prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la
deteccion de anticuerpos anti-N. caninum y en 1989 se desarrollan técnicas
inmunohistoquimicas para la deteccion del parasito en tejidos de animales infectados
(Lindsay & Dubey, 1989b). Utilizando estas técnicas diagnoésticas, Bjerkas & Dubey (1991)
demostraron que el parasito identificado en 1984 en Noruega era realmente N. caninum. El
primer modelo experimental para el estudio de la biologia, inmunologia, patogénesis y
quimioterapia de la infeccién se desarroll6 en ratones y ratas (Lindsay & Dubey, 1989d,
1990a, b, c). Paralelamente, se demostré de forma experimental en perros, gatos y ovejas,

la transmisién transplacentaria del parasito (Dubey & Lindsay, 1989b, c, 1990).

El interés en el campo veterinario por este protozoo se acrecenté cuando Thilsted &
Dubey (1989) identificaron por primera vez a N. caninum como agente etiolégico de aborto
en el ganado bovino y se confirmé que la infeccion por este protozoo era la primera causa
de aborto en el ganado lechero de California (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1991a). En
1992 se puso de manifiesto experimentalmente la transmision vertical del pardsito en la
especie bovina (Dubey et al., 1992) y en 1993 se consigui6 el primer aislado procedente de
un feto bovino abortado (Conrad et al., 1993a). Posteriormente, se logré la reproducciéon
del cuadro clinico, produciéndose la infeccion y muerte fetal en vacas gestantes

inoculadas experimentalmente con este aislado (Barr et al., 1994a).
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A partir de ese momento, los avances en el conocimiento de la biologia molecular
del parésito y en la patogenia, diagnéstico y epidemiologia de la enfermedad, han sido
especialmente significativos. En la historia de este protozoo merecen mencién especial dos
hechos, el primero es el descubrimiento del perro como el hospedador definitivo de N.
caninum (McAllister et al.,, 1998) y, por consiguiente, la posibilidad de transmision
horizontal de la infeccién; y el segundo la descripcion de una nueva especie, Neospora
hughesi, aislada del tejido nervioso de un caballo adulto con sintomatologia nerviosa y que
presenta diferencias morfologias, antigénicas y genéticas respecto a la otra especie del
género (Marsh et al., 1996, 1998; Walsh et al., 2001). Actualmente, la neosporosis bovina
estd considerada una enfermedad parasitaria de distribucion cosmopolita y una de las
causas mas frecuentes de fallo reproductivo en las principales zonas productoras del

mundo (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey, 1999b, 2003).

1.2. ETIOLOGIA

1.2.1. Taxonomia

Neospora es un género de protozoos pardsitos que se incluye actualmente en el
Phylum Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase Coccidia, orden Eucoccidia, suborden
Eimeriina y familia Sarcocystidae (Dubey & Lindsay, 1996). En la Tabla 1 se resumen las

caracteristicas morfoldgicas y biolégicas de familia Sarcocystidae.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas morfolégicas y biolégicas de la familia Sarcocystidae.

CLASIFICACION NOMBRE CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Phylum Apicomplexa Formas invasivas con complejo apical

Locomocién de formas invasivas mediante movimientos de

Clase Sporozoea By y ] ]
flexién, ondulacién y deslizamiento.
. El ciclo biolégico incluye merogonia, gametogonia, Yy
Subclase Coccidia .
esporogonia.
Orden Eucoccidia La merogonia tiene lugar en hospedadores vertebrados.
. . Existe desarrollo independiente de gametos masculinos
Suborden Eimeriina . .
(microgametos) y femeninos (macrogametos).
Parasitos heteroxenos y formadores de quistes en el
- . hospedador intermediario (diferentes especies de herbivoros).
Familia Sarcocystidae

El hospedador definitivo (diferentes especies de carnivoros)

elimina ooquistes en las heces.
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La situacion taxonémica de N. caninum ha sido cuestionada desde su descripcion,
relaciondndola con tres especies de importancia humana y veterinaria: T. gondii,
Hammondia hammondi y Hammondia heydorni. Estudios filogenéticos basados en el andlisis
de la secuencia de la subunidad menor del ARN ribosomal (nss-ARNr), mostraron un
elevado grado de homologia entre N. caninum y T. gondii, sugiriendo que los dos
organismos podrian pertenecer al mismo género (Ellis et al., 1994; Holmdahl et al., 1994).
Sin embargo, Guo & Johnson (1995) investigaron el genoma de Neospora, Toxoplasma y
Sarcocystis mediante RAPD-PCR y encontraron diferencias significativas entre Neospora y
Toxoplasma. Asimismo, se demostré que los genes Bl, p22 y p30 de T. gondii no se
encontraban en N. caninum (Brindley et al, 1993) y que existia una variabilidad
significativa en la regiéon ITS1 ("Internal Transcribed Spacer I') de ambas especies
(Holmdahl & Mattsson, 1996). Otros estudios concluyen que N. caninum estaria
filogenéticamente mas proximo a H. heydorni (Ellis et al., 1999a; Mugridge et al., 1999),
debido a lo cual la existencia del género Neospora es de nuevo objeto de debate (Mehlhorn
& Heydorn, 2000; Heydorn & Mehlhorn, 2002a,b). Sin embargo, se ha demostrado que N.
caninum difiere biolégicamente, inmunolégicamente, morfolégicamente y molecularmente

de H. heydorni (Dubey et al., 2002a, b).

1.2.2. Aislados de Neospora

A partir del primer aislado de N. caninum de origen canino (Dubey et al., 1988a) han
sido varios los aislados obtenidos. Estos aislados se han obtenido de fetos bovinos,
terneros congénitamente infectados, un bovino adulto, tejidos y ooquistes de perros
naturalmente infectados y de una oveja (Tabla 2). Los escasos estudios comparativos han
demostrado que existen variaciones biolégicas, genéticas y patogénicas entre algunos de
los aislados estudiados (Atkinson et al., 1999; Shock et al., 2001, Pérez-Zaballos et al.,
2002).

Asimismo se han conseguido dos aislados de N. hughesi de caballo obtenidos de
tejido nervioso, el CN1 (Marsh et al., 1996, Marsh et al., 1998) y el aislado Oregén (Dubey
et al., 2001), ambos en EE.UU.
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Tabla 2. Aislados de N. caninum.

DENOMINACION PAIS ORIGEN MUESTRA REFERENCIA
NC-1 EE.UU. Canino Cerebro Dubey et al., 1988a
NC-2 EE.UU. Canino Cerebro Hay et al., 1990
NC-3 EE.UU. Canino Cerebro Cuddon et al., 1992
BPA-3 EE.UU. Ternero Cerebro Barr et al., 1993
BPA-4 EE.UU. Ternero Cerebro Barr et al., 1993
NC-Liv Reino Unido Canino Cerebro Barber et al., 1993
BPA-1 EE.UU. Feto Cerebro Conrad et al., 1993a
BPA-2 EE.UU. Feto Cerebro Conrad et al., 1993a
JPA-1 Japon Ternero Cerebro Yamane et al., 1996
NC-SweB1 Suecia Ternero Cerebro Stenlund et al., 1997
NC-4 EE.UU. Canino Cerebro Dubey et al., 1998a
NC-5 EE.UU. Canino Cerebro Dubey et al., 1998a
JPA-2 Japon Ternero Cerebro Yamane et al., 1998
JPA-4 Japon Ternero Cerebro Yamane et al., 1998
JPA-5 Japon Ternero Cerebro Yamane et al., 1998
BT2 Japon Ternero Cerebro Yamane et al., 1998
CN-1 EE.UU. Canino Cerebro Marsh et al., 1998
NC-LivB1 Reino Unido Ternero Cerebro Davison et al., 1999b
NC-PV1 Italia Ternero Cerebro Magnino et al., 1999
NC-LivB2 Reino Unido Feto Cerebro Trees & Williams, 2000
NC-Beef EE.UU. Ternero Cerebro McAllister et al., 2000
KBA-1 Corea Ternero Cerebro Kim et al., 2000
KBA-2 Corea Feto Cerebro Kim et al., 2000
NC-GER1 Alemania Canino Cerebro Peters et al., 2000
BT-3 Japon Vaca Cerebro Sawada et al., 2000
NC-Bahia Brasil Canino Cerebro Gondim et al., 2001
NC-Portol Portugal Feto Cerebro Canada et al., 2002
NCé6-Argentina Argentina Canino Heces Basso et al., 2001
NC7-Jap6n Japon Oveja Cerebro Koyama et al., 2001
NC-Nowra Australia Ternero Cerebro Miller et al, 2002
Nec-Illinois EE.UU. Ternero Cerebro Godim et al., 2002
BNC-PR1 Brasil Ternero Cerebro  Locatelli-Dittrich et al., 2003
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1.2.3. Morfologia v ultraestructura del parasito

En el ciclo biolégico de N. caninum existen tres estadios diferentes: los taquizoitos,
los quistes tisulares con bradizoitos en su interior y los ooquistes (Figura 1). Los
taquizoitos tienen un tamafio que oscila entre 3-7 pm de longitud y 1-5 um de anchura y
una morfologia ovoide, globular o lunar, dependiendo de la etapa de divisién en la que se
encuentren (Dubey & Lindsay, 1996). Ultraestructuralmente, los taquizoitos derivados de
cultivo celular son idénticos a los observados in vivo (Speer & Dubey, 1989; Lindsay et al.,
1993), poseen una pelicula integrada por un plasmalema y una membrana interna, un
complejo apical formado por: 22 microtibulos subpeliculares, dos anillos apicales, un
conoide y un anillo polar; organelas secretoras compuestas por: micronemas, 8-24 roptrias
y granulos densos; mitocondria, ntcleo, nucleolo, aparato de Golgi, ribosomas, polisomas,
granulos de amilopectina, cuerpos lipidicos, vesiculas, reticulo endopldsmico liso y

rugoso y un poro posterior (Speer & Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993; Speer et al., 1999).

Los quistes miden aproximadamente 100 pm de diametro, tienen forma redondeada
u oval y pueden contener en su interior hasta 200 bradizoitos. La pared quistica (que
puede alcanzar més de 4 pm de espesor) estd formada por dos membranas, la externa, una
Unica membrana electrodensa, y la interna de mayor grosor, granular y con estructuras
tubulares (Bjerkas & Dubey, 1991; Dubey & Lindsay, 1996). Los bradizoitos son de
aproximadamente 6-8 pm de longitud por 1-1,8 pm de anchura y contienen las mismas
organelas que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos el nimero de roptrias es menor y

tienen mas granulos de amilopectina (Speer & Dubey, 1989; Jardine et al., 1996).

Los ooquistes de N. caninum son morfolégicamente similares a los de T. gondii y H.
heydorni; tienen forma esférica o subesférica y su tamafio es de 11,7 pm de longitud y 11,3
pm de anchura. La pared del ooquiste es lisa, de 0,6-0,8 um de espesor y no contiene
micropilo. En su interior se encuentran dos esporoquistes elipsoidales (8,4 um de longitud
por 6,1 um de anchura) con 4 esporozoitos cada uno (6,5 pm de longitud por 2,0 pm de

anchura) de forma alargada y el cuerpo residual esporoquistico (Lindsay et al., 1999c).
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Figura 1. Fases del ciclo biol6gico de N. caninum. (A) Microscopia electrénica de taquizoitos

de NC-1 en cultivo celular, (B) quiste tisular en un cerebro procedente de un feto bovino abortado

(inmunohistoquimica x400).

1.2.4. Composicion proteica y antigénica

Los avances en la identificacién y caracterizacion proteica y antigénica de N.
caninum se han apoyado principalmente en los estudios comparativos y conocimientos
previos obtenidos en T. gondii e, igualmente, en el uso de anticuerpos monoclonales o
policlonales empleados en ensayos de inmunolocalizaciéon o técnicas de inmunodeteccion
sobre genotecas de expresion de ADNc (Hemphill et al, 1999). Sin embargo, la
identificacion de antigenos especificos de la fase de bradizoito, no ha sido todavia posible
y, tnicamente, se han identificado antigenos especificos del taquizoito o compartidos por

el taquizoito y el bradizoito (Fuchs et al., 1998).

Mediante los abordajes anteriormente expuestos se han aislado y caracterizado
proteinas y antigenos con diferente localizacién. Bjorkman et al. (1994) identificaron por
western-blot unas proteinas de 17-18 y 30-45 kDa, localizadas en la superficie del
taquizoito. Posteriormente, utilizando anticuerpos monoclonales, Bjorkman & Hemphill
(1998) (Tabla 3) caracterizaron los antigenos inmunodominantes de 18, 30, 32 y 41 kDa y
Schares et al. (1999b) identificaron tres antigenos de superficie de 19, 28 y 40 kDa que
parecian concordar con los anteriormente descritos. La proteina NcSRS2, de 43 kDa fue la
primera proteina clonada de N. caninum (Hemphill et al., 1996; Hemphill & Gottstein,
1996, Hemphill et al., 1997b). Esta proteina de superficie se expresa de forma compartida
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tanto en taquizoitos como bradizoitos (Fuchs et al., 1998) y esta considerada como uno de
los antigenos inmunodominantes. A continuaciéon, Hemphill et al. (1997a) caracterizaron
la glicoproteina SAGI1 de 36 kDa localizada tanto en la superficie del parasito como en el
interior de los granulos densos. Esta proteina se expresa tunicamente en la fase de

taquizoito (Fuchs et al., 1998).

En cuanto a las proteinas de N. caninum localizadas en los granulos densos, Bjerkas
et al., (1994) identificaron dos proteinas inmunodominantes de 29 y 30 kDa asociadas
también a la membrana de la vacuola parasitofora. Lally et al. (1996b) clonaron dos
proteinas de granulos densos del taquizoito de Neospora (NcGRA6 y NcGRA7 de 37 y 33
kDa, respectivamente) y las emplearon en una prueba de ELISA. La proteina NcGRA7 se
expresa tanto en el taquizoito como en el bradizoito (Fuchs et al., 1998). Otras proteinas de
granulos densos son las de 29 y 67 kDa, denominadas NcNTPasa-I (Asai et al., 1998) y
NcGRA? (Ellis et al., 2000). Hasta el momento, s6lo se ha identificado una proteina de 17
kDa de las roptrias que esta considerada como inmunodominante (Barta et al., 1992). Tan
solo se han caracterizado tres proteinas de micronemas, NcMIC3, NcMIC2 y NcMIC1 de
38, 95y 60 kDa, respectivamente (Lovett et al., 2000; Sonda et al., 2000; Keller et al., 2002).
NcMIC3 ha sido identificada como uno de los antigenos inmunodominantes de N.
caninum (Sonda et al., 2000). Finalmente, la tinica enzima clonada de Neospora es una
serin-proteasa de 65 kDa (Louie et al., 1997, 2002) localizada en los micronemas del

taquizoito y denominada NcSUBI.
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Tabla 3. Peso molecular y localizacién de los principales antigenos de N. caninum reconocidos por

anticuerpos monoclonales.

PESO MOLECULAR DE  LOCALIZACION CELULAR
ANTICUERPO . .
LOS ANTIGENOS (KDa) DEL ANTIGENO* REFERENCIA
MONOCLONAL
B IFI ME
31, 34, 38,5 Superf,
6G7 - 43,70,80,90y Superf VP, GD, Cole et al., 1994
97,4 Mic, Rop
4a4-2 - 65 Superf - Baszler et al., 1996
D9 - 42 Intracitopl GD Sundermann et al., 1997
Superf Superf . .
Ncmab-4 30/32 30/32 ) Bjorkman & Hemphill, 1998
Intracitopl GD
Superf . .
Ncmab-7 18 18 . Superf  Bjorkman & Hemphill, 1998
Intracitopl
Ncmab-10y 17 41 41 Intracitopl Superf  Bjorkman & Hemphill, 1998
Ncmab-13 y 24 Ninguno 61 - - Bjorkman & Hemphill, 1998
5H5 y 4H7 35 - - Superf Howe et al., 1998
6C11 29 - Superf Superf Howe et al., 1998
6D12-G10 Sasai et al., 1998
40
1.11.1. - Superf - Schares et al., 1999b
(38, 36)
38
5215 - - Superf Schares et al., 1999b
(36, 33)
33 33 )
4115 Intracitopl GD, VP Schares et al., 1999b
(22,28,42)  (22,24,28)

4712 19 19 Superf - Schares et al., 1999b
1E3 - 70 Superf - Nishikawa et al., 2000b
1F3 - 70 Superf - Nishikawa et al., 2000b
1B8 43 43 Superf - Nishikawa et al., 2000b
2C8 43 43 Superf - Nishikawa et al., 2000b
2G2 43 43 Superf - Nishikawa et al., 2000b
1A5 42 42 Anterior - Nishikawa et al., 2000b
1C7 36 - Superf - Nishikawa et al., 2000b

2C11 36 36 Superf - Nishikawa et al., 2000b

A: Peso molecular estimado en condiciones no reductoras

B: Peso molecular estimado en condiciones reductoras

*Superf: IFI: inmunofluorescencia indirecta; ME: Microscopia electrénica; Superficie; Intracitopl:

Intracitoplasmatico; GD: Granulos densos; VP: Vacuola parasitéfora; Mic: Micronemas; Rop: Roptrias
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1.2.5. Ciclo biolégico

N. caninum tiene un amplio espectro de hospedadores domésticos y silvestres. Su
presencia se ha descrito en el perro, el ganado bovino, la cabra (Barr et al., 1992; Dubey et
al., 1996), la oveja (Dubey & Lindsay, 1990), el caballo (Lindsay et al., 1996b), el bafalo de
agua (Dubey et al., 1998b; Huong et al., 1998; Guarino et al., 2000), el camello (Hilali et al.,
1998), la liebre parda europea (Ezio et al., 2003) y en alpacas y llamas (Serrano-Martinez et
al., aceptado). En animales silvestres, la infeccién ha sido detectada en el ciervo (Woods et
al., 1994; Dubey et al., 1996), el antilope (Peters et al., 2001b), el mapache (Lindsay et al.,
2001b), el coyote (Lindsay et al., 1996a), el zorro (Jakubek et al., 2001; Schares et al., 2001;
Almeria et al., 2002), el dingo (Barber et al., 1997), diversos felinos salvajes (Cheadle et al.,
1999) y el rinoceronte (Williams et al., 2002). La infecciéon experimental ha sido establecida
en el ratén (Lindsay & Dubey, 1989d, 1990a), la rata (Lindsay & Dubey, 1990c), el gerbo
(Dubey & Lindsay, 2000), el gato (Dubey & Lindsay, 1989a, b), el perro (Dubey & Lindsay,
1989¢), el coyote (Lindsay et al., 1996a), el zorro (Schares et al., 2002b), la vaca (Dubey et
al., 1992; Barr et al., 1994a; Ho et al., 1997b; Andrianarivo et al., 2000, 2001; Innes et al.,
2000, 2001; Macaldowie et al., 2002; Williams et al., 2000, 2003; Almeria et al., 2003; Maley
et al., 2003), la oveja (McAllister et al., 1996a; Buxton, 1998; Buxton et al., 1998; Buxton et
al., 2001; O"Handley et al., 2002), la cabra (Lindsay et al., 1995a), el cerdo (Jensen et al.,
1998), el macaco (Barr et al., 1994b; Ho et al., 1997a), y en diversas especies de aves (Baker
et al., 1995). El papel de cada una de estas especies hospedadoras en el ciclo biolégico del
paréasito y su importancia en relacion con la transmision de la infeccién no es del todo

conocida.

El hospedador definitivo de N. caninum se descubrié en 1998; McAllister et al.
(1998) identificaron ooquistes en heces de perros a los que se les habian administrado por
via oral cerebros de ratones infectados con el parésito. Los ooquistes se eliminaban sin
esporular y esporulaban en el medio ambiente a las 24 h (Lindsay et al., 1999a).
Posteriormente, Lindsay et al. (2001a) confirmaron la eliminacién de ooquistes en perros
que habian sido alimentados con tejido que contenia quistes tisulares procedentes de
ratones. De esta manera se demostr6 que el perro, ademas de ser hospedador
intermediario, actuarfa como el hospedador definitivo en el ciclo biolégico. Recientemente

se ha logrado la transmisién ciclica de N. caninum entre perros y terneros (Gondim et al.,
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2002). Sin embargo, muchos otros aspectos de este ciclo como los estados enteroepiteliales
del parasito antes de la formacion del ooquiste, la excreccién de ooquistes después de la
ingestion de ooquistes esporulados o el papel de los carnivoros silvestres como

hospedadores definitivos se desconocen.

En el caso de los hospedadores intermediarios, éstos se infectarian por via
transplacentaria o por transmision horizontal mediante la ingestion de comida o agua
contaminada con ooquistes de N. caninun o placentas infectadas (Dubey, 2003) (Figura 2).
Los taquizoitos y quistes tisulares con bradizoitos, son las fases asexuales de N. caninum
que se encuentran en el hospedador intermediario. Los taquizoitos son los responsables
de la fase aguda, multiplicAndose intracelularmente por endodiogenia en muchos tipos de
células, incluyendo macréfagos, neutrofilos, células neuronales, hepatocitos, fibroblastos,
miocitos, células endoteliales de los vasos sanguineos y epiteliales del rifion (Dubey et al.,
1988b; Bjerkas & Presthus, 1989; Speer & Dubey, 1989; Hemphill, 1999). En la fase crénica,
los taquizoitos se diferencian en bradizoitos formando los quistes tisulares, localizandose
principalmente en el tejido nervioso (Dubey et al., 1988b; Barr et al., 1992; Kobayashi et al.,
2001). Sin embargo, recientemente, se ha detectado un quiste en el tejido muscular
esquelético de un perro y de una vaca con infecciones naturales (Peters et al., 2001a). Los
bradizoitos en el interior del quiste tisular conservan su capacidad infectante durante
periodos de tiempo prolongados (al menos 1 afio en cerebro de ratones con infecciéon
experimental), (Lindsay & Dubey, 1990b) y pueden sobrevivir hasta 14 dias a 4°C, pero no
son infectivos después 1 dia a -20°C (Lindsay et al., 1992). Posteriormente, McGuire et al.
(1997a) estudiaron la viabilidad de los quistes tisulares separados del tejido nervioso,
comprobando que los quistes eran resistentes a una solucion de HCl-pepsina y los
bradizoitos mantenian su infectividad tras ser sometidos a un tratamiento de

criopreservacion en nitrégeno liquido durante 36 dias.

11
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Figura 2. Ciclo biol6gico de N. caninum.
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1.2.6. Cultivo in vitro

Los taquizoitos de N. caninum pueden ser cultivados en muchas lineas celulares
tanto primarias como estables. Se mantienen mediante pases en cultivo celular
indefinidamente sin pérdida aparente de su infectividad para el ratén, conservando su
capacidad de multiplicacién en cultivo celular tras su almacenamiento en nitrégeno
liquido (Dubey et al., 2002a; Pérez-Zaballos et al., 2002). El cultivo in vitro de los
taquizoitos ha permitido el estudio de las caracteristicas ultraestructurales del parasito y
los mecanismos de adhesion e invasion celular (Hemphill, 1999), manipulacién genética

(Beckers et al., 1997; Howe et al., 1997; Howe & Sibley, 1997) y la realizacién de ensayos

12
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de eficacia farmacolégica (Lindsay & Dubey, 1989a; Lindsay et al., 1994; Lindsay et al.,
1996¢, 1997). El cultivo celular también se ha empleado como fuente de taquizoitos para
su uso como antigeno en el desarrollo de pruebas diagnésticas y en el estudio de la
conversién taquizoito-bradizoito y produccién in vitro de bradizoitos. Weiss et al. (1999)
describieron la formacién de quistes tisulares con bradizoitos in vitro, aunque con bajo
rendimiento. Posteriormente, se ha estudiado el comportamiento del pardsito en un
cultivo primario de tejido nervioso de ratéon (Vonlaufen et al., 2002a) y se ha descrito una
mayor tasa de conversion a bradizoitos utilizando tratamientos estresantes en
queratinocitos (Vonlaufen et al., 2002b) y en la linea celular Marc-145 (Risco-Castillo et al.,
enviado). En otras investigaciones empleando otros tipos celulares (macréfagos bovinos,

fibroblastos y astrocitos) no se han obtenidos resultados satisfactorios (Tunev et al., 2002).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

1.3.1. Prevalencia vy distribucidén geografica

1.3.1.1. Bovinos adultos

Los datos que se conocen sobre la prevalencia de la infeccién por N. caninum en el
ganado bovino proceden principalmente de estudios serolégicos. Los valores de
seroprevalencia obtenidos son muy variados y muchas veces de dificil comparacion. Se
observan diferencias en la prevalencia en funcién del pais, region, técnica diagnostica,
punto de corte, tamafio de muestra seleccionado y caracteristicas del muestreo (ganado de
leche o carne, explotaciones con o sin antecedentes de patologia abortiva). Se ha
observado que las tasas de seropositividad encontradas en explotaciones con causistica de
aborto son mas elevadas que las observadas en aquellas sin problemas de este tipo. Como
ejemplo valga comentar que los valores de seroprevalencia obtenidos por ELISA en
animales de diferentes grupos de riesgo fueron: 22,1% en 1196 vacas procedentes de 28
explotaciones con antecedentes de aborto por N. caninum; 9,2% en 1224 vacas de 31
explotaciones sin aborto; 10,5% de 3162 vacas de 28 explotaciones con indice de aborto

bajo; y un 11,2% en 1704 vacas sacrificadas en matadero (Dubey, 2003).

13
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Los primeros datos de seroprevalencia de la infecciéon por N. caninum en el ganado
bovino se obtuvieron en 1994 en Escocia (Trees et al.,, 1994). Actualmente, existen
numerosos estudios serolégicos y la infeccion se ha descrito en casi todas las partes del
mundo, obteniéndose tasas de prevalencia de rebafio e individual elevadas, tanto en
ganado de aptitud lactea como carnica (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey, 2003). La Tabla 4
muestra una seleccién de estudios de seroprevalencia individual en el ganado bovino de
aptitud lechera mas actuales, sin embargo, hay que resaltar que los datos proporcionados
no son comparables debido a la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas segtin se ha

manifestado en el pérrafo anterior.
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Tabla 4. Seroprevalencia individual de la infeccién por N. caninum en el ganado bovino de aptitud
lechera.

N° DE PREVALENCIA TECNICA

PAIS . REFERENCIAS
ANIMALES (%) DIAGNOSTICA=a

Alemania 1357 6,8 ELISA Weber et al., 2000
Argentina 1048 16,6 IFI Moore et al., 2002
Bélgica 70 29 IFI De Meerschman et al., 2000
Brasil 447 14 IFI Gondim et al., 1999

172 34,8 ELISA Locatelli-Dittrich et al., 2001

223 11,2 IFI Corbellini et al., 2002
Canada 2037 21,9 ELISA Bergeron et al., 2000

3412 7,0 ELISA Cramer et al., 2002

3702 12,1 ELISA Hobson et al., 2002

3162 10,5 ELISA Hobson et al., 2002
Corea 492 23 ELISA Bae et al., 2000
Costa Rica 3002 39,7 ELISA Romero et al., 2002
Dinamarca 1561 22,0 ELISA, IFI Jensen et al., 1999
EE.UU. 1029 28,0 IFI Dyer et al., 2000
Espana 889 30,6 ELISA Mainar-Jaime et al., 1999

1121 36,8 ELISA Quintanilla-Gozalo et al.,1999
Francia 1924 5,6 ELISA Ould-Amrouche et al., 1999

1170 11,1 ELISA Pitel et al., 2001b

2141 17,0 ELISA Pitel et al., 2001b
Holanda 2430 39,4 ELISA Dijkstra et al., 2001a
Italia 5912 24,4 IFI Magnino et al., 1999
Malasia 100 9 IFI Cheah et al., 2002
Méjico 187 59,0 ELISA Garcia-Vazquez et al., 2002
Nueva Zelanda 880 7,6 IFI Reichel, 1998
Paraguay 297 35,7 ELISA Osawa et al., 2002
Polonia 45 15,6 ELISA Cabaj et al., 2000
Portugal 119 49 ELISA Thompson et al., 2001
Reino Unido 4295 17,0 ELISA Davison et al., 1999d
Republica Checa 463 3,9 ELISA, IFI Vaclavek et al., 2003
Rusia 391 9,9 ELISA Conraths et al., 2000
Tailandia 904 6,0 IFI Suteeraparp et al., 1999
Taiwan 613 44,9 IFI Ooi et al., 2000
Suiza 1689 11,5 ELISA Gottstein et al., 1998
Vietnam 200 5,5 ELISA Huog et al., 1998

aTécnica diagnéstica: ELISA: andlisis inmunoenzimatico; IFI: inmunofluorescencia indirecta
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Por el contrario, en los bovinos de carne, los datos sobre la prevalencia de la

neosporosis son muy escasos (Tabla 5).

Tabla 5. Seroprevalencia individual de la infeccién por N. caninum en el ganado bovino de aptitud

carnica.
. N° DE PREVALENCIA TECNICA
PAIS . REFERENCIAS
ANIMALES (%) DIAGNOSTICA=

Argentina 400 47 IFI Moore et al., 2002
Bélgica 93 14 IFI De Meerschman et al., 2000
Canada 1806 9,0 ELISA Waldner et al., 1999
Corea 438 41 IFI Kim et al., 2002b
EE.UU. 2585 23 ELISA Sanderson et al., 2000

1009 12,9 DAT Barling et al., 2000
Espaiia 1712 17,9 ELISA Quintanilla-Gozalo et al., 1999
Francia 219 4,1 ELISA Klein et al., 1997
Paraguay 582 26,6 ELISA Osawa et al., 2000

aTécnica diagnéstica: ELISA: andlisis inmunoenzimatico; IFI: inmunofluorescencia indirecta; DAT:

inmunoaglutinacion directa

En Espafa, los estudios de seroprevalencia en el ganado bovino se han llevado a
cabo principalmente en la zona noroeste del pais. La primera vez que se detectaron
anticuerpos anti-N. caninum fue en una explotaciéon de leche con problemas de aborto en
la provincia de Lugo. La seroprevalencia intra-rebafio observada fue del 23,4% (19/81) y
la seropositividad fue significativamente mds frecuente en el grupo de animales con
problema de aborto (72,7% frente al 15,7%) (Quintanilla-Gozalo et al., 1996).
Posteriormente, en 1997, la infecciéon por N. caninum se diagnosticé en el 39,3% de los
animales pertenecientes a 6 rebafos lecheros con antecedente de aborto (4 en Lugo y 2 en
Leén) y la seroprevalencia intra-rebafio oscil6 entre el 23,4 y el 56,3% (Quintanilla-Gozalo
et al., 1997). En Aragon, en dos explotaciones lecheras, las tasas de seropositividad intra-
rebafio estuvieron comprendidas entre el 14,6 y el 189%, (Cebrian et al, 1998).
Posteriormente, en un estudio epidemiolégico realizado en la provincia de Ledn, se
observo que el 55,1% (119/216) de los rebafios de carne y el 83,2% (119/143) de los de
leche tenifan algtin animal seropositivo con una seroprevalencia individual del 17,9%
(306/1712) en el vacuno de carne y del 359% (402/1121) en los animales de aptitud

lechera (Quintanilla-Gozalo et al., 1999). En ganado lechero, en Asturias, se han obtenido
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tasas de seroprevalencia de rebafio e individual similares, del 29,6% (263/889) y del 90,7 %
(39/43), respectivamente (Mainar-Jaime et al., 1999).

1.3.1.2. Fetos bovinos abortados

Desde los primeros estudios que relacionaron la infeccién del ganado bovino por N.
caninum con el aborto (Thilsted & Dubey, 1989; Barr et al., 1990; Barr et al., 1991a), se han
llevado a cabo numerosas investigaciones conducentes a esclarecer la importancia de esta
infeccién sobre el area reproductiva. La neosporosis estd considerada como una de las
causas principales de aborto bovino en muchos paises, atribuyéndosele entre el 2,7 y
42,5% de los abortos (Dubey & Lindsay, 1996). Se ha observado que las tasas de
prevalencia en fetos abortados son mas elevadas en las explotaciones con antecedentes de
neosporosis que en aquellas con problemas abortivos de etiologia desconocida,
encontrandose una asociacién clara entre la seropositividad del rebafio y la presencia de
abortos debidos a la infeccion (Paré et al., 1997; Davison et al., 1999a; Jensen et al., 1999;
Mainar-Jaime et al., 1999; Stenlund et al., 1999; Sager et al., 2001).

Al igual que en los bovinos adultos, los resultados obtenidos varian en funcién del
pais, del origen de los fetos (fetos procedentes de estudios epidemiolégicos, de
explotaciones con o sin antecedente de aborto o remitidos para diagnéstico) y la
metodologia diagnodstica aplicada, por lo que los datos que se obtienen son de dificil
comparacion (Tabla 6). Una de las tasas de prevalencia mas elevadas se ha observado en
un brote epidémico de aborto en el que se diagnosticé la infecciéon por N. caninum en un
77% de 226 fetos procedentes de 50 explotaciones (Wouda et al., 1999a) y la mas baja
correspondioé a un estudio realizado en Sudéfrica con un 1,4% (Jardine & Wells, 1995). En
Europa, los estudios mds recientes demuestran porcentajes de un 21-29% en Suiza
(Gottstein et al., 1998; Sager et al., 2001), un 21% en Francia (Pitel et al., 2001a) y un 12,6%
en Alemania (Songer et al., 2001). En Inglaterra y Pais de Gales, Trees et al. (1999)
estimaron que N. caninum puede ser el responsable del 12,5% de los 6.000 abortos bovinos
que tienen lugar anualmente. En Espafia, los datos obtenidos sittian a N. caninum como el
principal agente de naturaleza transmisible implicado en la produccién de aborto. En
Aragon, la infeccion se identificé en el 44% (17/39) de los fetos remitidos para diagnéstico

(Barberan et al., 1998). En la zona norte, las tasas de participacion estuvieron entre el 32%
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y el 57% (Gonzélez et al., 1999) y en otro estudio realizado sobre un total de 80 fetos
procedentes de la zona norte y centro de Espana, la tasa de infeccion fetal oscil6 entre el

10,7 y el 38,8%, en dependencia de la técnica diagnostica utilizada (Pereira-Bueno et al.,

2003).

Tabla 6. Prevalencia de la infeccién por N. caninum en fetos bovinos abortados (estudios més

recientes).

PREVALENCIA TECNICA

PAIS (%) DIAGNOSTICAS REFERENCIA
Alemania 12,6 (17/135) H/THQ Sondgen et al., 2001
21,6 (30/139) PCR
13 (18/138) WB
Argentina 24,4 (20/82) IFI Venturini et al., 1999
22,8 (43/188) H Moore et al., 2002
7,3 (26/354) IHQ Campero et al., 2003
Bélgica 8 (17/224) H De Meerschman et al., 2002
Brasil 47,8 (22/46) H Corbellini et al., 2002
Corea 21,1 (45/180) H/PCR/IFI Kim et al., 2002a
EE.UU. 5 (34/688) IHQ Hattel et al., 1998
Espaiia 44,4 (36/81) H Gonzélez et al., 1999
50,8 (32/63) IFI
31,3 (25/80) H Pereira-Bueno et al., 2003
53,8 (7/13)* IHQ
10,7 (6/56) IFI/ELISA
15,3 (9/59) PCR
Francia 21,2 (22/104) PCR Pitel et al., 2001a
Holanda 17 (349/2053) H Wouda et al., 1997a
Méjico 49 (73/211) H Morales et al., 2001a
77 (41/73)* IHQ
Portugal 13,3 (2/15) IHQ Thompson et al., 2001
Suiza 29 (24/83) PCR Gottstein et al., 1998
20,6 (50/242) PCR Sager et al., 2001

aTécnica diagnodstica: H: histologia; IHQ: inmunohistoquimica; IFI:
Inmunofluorescencia indirecta; ELISA: anéalisis inmmunoenzimatico; PCR: Reaccién
en cadena de la polimerasa; WB: western-blot.

*La IHQ se aplic6 en los fetos con lesiones compatibles con N. caninum
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1.3.2. Transmision

1.3.2.1. Transmision vertical

La transmisiéon vertical transplacentaria es el principal modo de infecciéon en el
ganado bovino y parece jugar un papel relevante en la propagaciéon y mantenimiento de
la enfermedad (Bjorkman et al., 1996; Paré et al., 1996; Anderson et al., 1997; Schares et al.,
1998). La ausencia de variaciones en las tasas de prevalencia entre los distintos grupos de
edad en un rebafio y la deteccion de anticuerpos precalostrales frente a N. caninum en el
suero de terneros nacidos de vacas seropositivas, indican la presencia de la infecciéon
congénita y la importancia relativamente escasa de la transmisién postnatal (Davison et
al., 1999b; Hietala & Thurmond, 1999). Una vez adquirida la infeccién (in utero o desde el
medio), los animales permanecen infectados probablemente de por vida y pueden
transmitir la infeccién a su descendencia en distintas gestaciones, consecutivas o no, con
porcentajes que oscilan entre el 50% y el 95% (Paré et al., 1996; Schares et al., 1998; Wouda
et al.,, 1998a; Davison et al., 1999b; Pereira-Bueno et al., 2000). La transmisién vertical
transplacentaria se produce tanto en animales en los que no se observa patologia abortiva,

como en aquellos que han abortado (Dubey & Lindsay, 1996).

La transmision del parasito de la madre al ternero por el calostro o la leche puede
ocurrir, aunque hasta ahora sé6lo se ha demostrado experimentalmente y no se considera
importante desde un punto de vista epidemiolégico (Uggla et al., 1998; Davison et al.,
2001). En lo que se refiere a la transmision de la infeccién por transferencia de embriones;
en un estudio reciente, la infeccion por N. caninum no se detecté en ninguno de los 70 fetos
o terneros nacidos de vacas seronegativas, las cuales habian recibido embriones de vacas
seropositivas, mientras que 5 de 6 terneros procedentes de embriones transferidos de
madres seronegativas a seropositivas, estuvieron infectados por el parasito (Baillargeon et
al., 2001). Landman et al. (2002) confirmaron este hecho y expusieron que la transferencia
comercial de embriones, previene la transmision del parasito cuando ésta se realiza de
vacas seropositivas a receptoras seronegativas. Igualmente, los embriones bovinos
preimplantados parecen ser resistentes a la invasion por N. caninum durante esta fase del

desarrollo (Bielanski et al., 2002).
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1.3.2.2. Transmision horizontal

A pesar de que la transmision vertical es el modo de infeccién mas importante en el
ganado bovino, la transmisién horizontal también puede tener lugar. Hasta el momento
no existen evidencias de diseminacion horizontal entre las vacas aunque se ha sugerido
que la ingestion de placentas infectadas podria ser una posible forma de infeccién (Modry
et al., 2001). Anderson et al. (1997), demostraron que vacas seronegativas alojadas con
seropositivas permanecian negativas (al igual que su progenie), mientras que las vacas
seropositivas tuvieron terneros congénitamente infectados. Por su parte, la infeccién no
fue detectada en el ganado bovino alimentado con placentas infectadas (Davison et al.,
2001). La infeccién por transmisién horizontal del ganado bovino adulto posiblemente
tendria lugar por la ruta orofecal, el hospedador definitivo eliminaria pequefias
cantidades de ooquistes (McAllister et al., 1998; Dubey, 1999b) que contaminarian el
medio (pastos, forrajes, agua de bebida y piensos almacenados). Se ha demostrado
experimentalmente que los ooquistes son infectantes cuando se administran por via oral a
terneros (De Marez et al., 1999; Gondim et al., 2001) y a vacas gestantes (Trees et al., 2002).
Existen evidencias seroepidemioldgicas que apoyarian la teoria de la infeccion postnatal,
como la presencia de seroconversion en el rebafio junto con la falta de asociacion entre los
resultados positivos de la serologia maternal y de su progenie (Paré et al., 1996; Davison

et al., 1999b; Hietala & Thurmond, 1999; Dijkstra et al., 2001a, 2002a).

La infeccién postnatal en el perro puede tener lugar por ingestion de tejidos de
bovinos infectados (fetos abortados, placentas y restos de animales muertos), calostro o
leche de origen bovino contaminados con taquizoitos de N. caninum (Dijkstra et al., 2002c).
La infeccién, probablemente, causaria la eliminacion de los ooquistes en las heces del
perro, sin embargo, este hecho no se ha observado en perros alimentados con fetos
naturalmente infectados (Bergeron et al., 2001b) o calostro contaminado con taquizoitos
de cultivo celular (Dijkstra et al., 2001b). Diversos autores han sefialado la presencia de N.
caninum en la placenta (Shivaprasad et al., 1989; Bergeron et al., 2001a) demostrandose la
eliminacién de ooquistes en las heces de perros alimentados con placentas de vacas
seropositivas (Dijkstra et al., 2001b). Por otra parte la cantidad de ooquistes eliminada por
los perros después de la ingestién de cerebros de origen murino es baja, describiéndose

un mayor numero si los perros son alimentados con tejidos de terneros
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experimentalmente infectados (Gondim et al.,, 2002). Por otra parte, en el 51% de 300
perros alimentados con carne cruda de origen bovino, se han encontrado anticuerpos anti-
N. caninum (Trees & Williams, 2000). La presencia de ooquistes en perros naturalmente
infectados se ha referido en contadas ocasiones (Basso et al., 2001; Slapeta et al., 2002;
McGarry et al., 2003) y apenas se conoce la frecuencia de eliminacion. En este sentido, la
administracién de placentas infectadas a perros en diferentes dias no dio lugar a la
excrecion repetida de ooquistes (Dijkstra et al., 2001b). No obstante, McGarry et al. (2003)
han observado en un perro naturalmente infectado la eliminacién de ooquistes en mas de
una ocasion. En lo que concierne al papel de los carnivoros silvestres como hospedadores
definitivos, hasta el momento no se logrado la deteccién del parasito en las heces aunque
se han demostrado anticuerpos anti-N. caninum en el zorro (Schares et al., 2001; Almeria et
al., 2002), el coyote (Lindsay et al., 1996b) y el dingo (Barber et al., 1997), pero son
necesarios mas estudios para determinar la importancia real de estos animales en la

transmisién de la neosporosis.

La transmision venérea del parasito podria ser posible, ya que recientemente se ha
descrito la presencia esporadica de ADN de N. caninum tanto en semen fresco como
congelado, procedente de sementales bovinos con infeccién natural crénica (Ortega-Mora
et al.,, 2003). Por el momento se desconocen las implicaciones de esta posible via de

transmision en la epidemiologia de la neosporosis bovina.

1.3.3. Caracteristicas epidemioldgicas del aborto por neosporosis

En los rebafios infectados por N. caninum, los abortos pueden presentarse de forma
esporadica, endémica o epidémica (Davison et al.,, 1999d). La forma esporadica es poco
frecuente y ocurre en rebafios dénde la tasa de aborto es baja y los abortos se producen a
intervalos irregulares. Los abortos con presentaciéon epidémica, con una elevada tasa
anual de abortos localizada en un corto periodo de tiempo, se han descrito en diversos
estudios (Thornon et al., 1994; Yaeger et al., 1994; McAllister et al., 1996b, 2000; Moen et
al., 1998; Wouda et al., 1999a; Jenkins et al., 2000; Schares et al., 2002a). En uno de los
brotes, mas del 33% de los animales abortaron en un intervalo de pocos meses (Thornon et
al., 1994). Moen et al. (1998) describieron también un episodio de aborto por neosporosis

en 4 explotaciones en un periodo de tiempo de 3 semanas y con presencia de fetos
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momificados. El patréon de aborto epidémico se ha asociado con una infeccién reciente y
la transmisiéon postnatal del parésito, evidenciado por la falta de asociacién entre la
seropositividad de las madres y la descendencia y la presencia de IgG anti-N. caninum de
baja avidez en los animales abortados (Thurmond et al., 1997a; Wouda et al., 1999a;
McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002a; Crawshaw et al., 2003). Recientemente en un
rebafio con aborto epidémico, se han detectado anticuerpos de alta avidez en algunos
animales que no abortaron. Este hecho se ha relacionado con la presencia de animales
cronicamente infectados antes de la introduccién de la nueva infeccién y con una
proteccion parcial frente a la reinfeccion (McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002a). En
algunos estudios se ha sugerido que los brotes de aborto pueden producirse por la
actuacion de factores inmunodepresores que causen recrudescencia de la infeccién en un
alto nimero de animales créonicamente infectados, ya que en algunos rebafios no se
encontraron diferencias en la seroprevalencia entre los distintos grupos de edad (Schares
et al., 1998; Wouda et al., 1999a; Atkinson et al., 2000; Dijkstra et al., 2001a). En los brotes
epidémicos de aborto debidos a N. caninum, se han descrito una seroconversién en una
proporcién elevada del rebafio, seroprevalencias altas y una asociacion muy significativa
entre la seropositividad de la madre y el aborto (Moen et al., 1998; Wouda et al., 1999a;
Dijkstra et al., 2001a). Por otra parte, las vacas afectadas abortan con cualquier edad y
estado de gestacion, describiéndose abortos desde los 3 hasta los 8 meses de gestacion
(Thornton et al., 1994; Yaeger et al., 1994; McAllister et al., 1996b; Thurmond et al., 1997a),
aunque la edad gestacional media de los fetos abortados suele estar comprendida entre el
quinto y sexto mes (Thilsted et al., 1989; Anderson et al., 1991; Thornton et al., 1994; Moen
et al., 1998; Wouda et al., 1999a).

En los rebafios infectados por N. caninum que presentan un patrén de abortos
endémico, la tasa anual de abortos es elevada y los abortos persisten durante periodos de
tiempo prolongados (Anderson et al., 2000). En investigaciones realizadas en dos granjas
de leche de California, la tasa anual de abortos atribuidos a neosporosis se estimé en un
10,6-17,3% (Thurmond et al., 1997a). El patrén endémico es la forma mas frecuente de
presentacion de los abortos causados por neosporosis y se presenta en rebafios dénde el
parasito se transmite, principalmente, de modo vertical entre generaciones sucesivas.
Como ya se ha mencionado, la infeccion vertical es el principal modo de transmisién de

N. caninum (Paré et al., 1996, Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998; Davison et al.,
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1999b) y tiene una eficiencia del 50 al 95% (Paré et al., 1996; Schares et al., 1998; Wouda et
al., 1998a; Davison et al., 1999b; Pereira-Bueno et al., 2000). Las madres congénitamente
infectadas permanecen en este estado de por vida y tienen hasta 7,4 veces mds
probabilidades de abortar que una vaca no infectada (Thurmond & Hietala, 1997a; Moen
et al., 1998). En los rebafios con aborto endémico, se ha observado una correlacién clara
entre la seropositividad de las madres y la progenie con una distribucién de los animales
seropositivos igual en los diferentes grupos de edad (Dijkstra et al., 2001a; Schares et al.,
2002a). A su vez en este tipo de rebafos se han detectado anticuerpos de alta afinidad

(Schares et al., 2002a), lo cual evidencia la existencia de una infeccién crénica.

1.3.4. Factores de riesgo

Existe poca informacién sobre los factores de riesgo que pueden estar asociados a la
presencia y diseminacion de la neosporosis bovina. De entre ellos se ha realizado, como

veremos a continuacion, una seleccién de los més estudiados y representativos.

1.3.4.1. Aptitud del rebaiio, sistema de manejo y tipo de reposicion

La aptitud del animal y el sistema de manejo pueden ser uno de los factores de
riesgo que pueden influir en una mayor posibilidad de transmisién. En granjas de aptitud
lechera se han observado tasas de infecciéon mas altas que en las de tipo carnica (Anderson
et al.,, 1991; Paré et al., 1996; Quintanilla-Gozalo et al., 1999; Wouda et al., 1999a). Este
hecho podria estar relacionado con el tipo de manejo del ganado y no con una
predisposicion racial tal y como se ha sefialado (Thornton et al., 1991; Paré et al., 1998). El
sistema de manejo en las explotaciones de leche normalmente es intensivo, mientras que
en las de carne es mas frecuente el extensivo, por tanto el hacinamiento de los animales
podria contribuir a una mayor exposicioén a posibles fuentes contaminadas con ooquistes
(alimento, agua, cama, etc.), facilitando las posibilidades de contagio (Dijkstra et al.,
2002b). En este sentido, Barling et al. (2000) y Sanderson et al. (2000) describieron una
asociacion entre el aumento de la prevalencia en el ganado bovino y una mayor densidad
de animales durante la estabulacién invernal, sin embargo, también se han observado
brotes de aborto causados por el parasito en explotaciones en régimen extensivo

(Campero et al., 1998; Moen et al., 1998). Por otro lado, la presencia de perros es mas
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frecuente en explotaciones lecheras y el acceso de éstos al material infectivo de origen
bovino (placentas, fetos abortados, calostro, etc) estaria favorecida en las explotaciones
con régimen intensivo. No obstante, en las explotaciones carnicas extensivas el riesgo de
exposicion a la infeccién también podria ser alto por la presencia de carnivoros silvestres

(Barling et al., 2000b).

Una vez presente la infeccion en el rebafio, el factor de riesgo quiza mas importante
para su mantenimiento es el tipo de reposicion, ya que como se ha expuesto
anteriormente, la principal via de transmisiéon es la transplacentaria, por lo que la
infeccion pasarfa de madres a hijas y asi sucesivamente, existiendo una tasa de infeccién
congénita elevada (Schares et al., 1998). Por otro lado, la adquisicion de animales de
reposicion podria suponer también un riesgo adicional si no se realiza un control sanitario

adecuado (Thornton et al., 1991; Mainar-Jaime et al., 1999).

1.3.4.2. Presencia de carnivoros

Aunque la importancia y significaciéon epidemiolégica del perro estd todavia por
determinar, es un factor de riesgo a tener en cuenta. En diversos estudios se ha sefialado
que la presencia de este carnivoro en las explotaciones es uno de los factores de riesgo
maés importante (Wouda et al., 1999b; Dijkstra et al., 2002b). Igualmente, se ha descrito una
mayor seroprevalencia en perros de granja frente a los de zonas urbanas y una asociacién
significativa entre la presencia de perros en las granjas y el porcentaje de vacas
seropositivas (Bartels et al., 1999, Wouda et al, 1999b; Sanchez et al., 2003).
Recientemente, se han encontrado prevalencias mayores en aquellas explotaciones
bovinas més proximas a zonas urbanizadas, lo cual es explicable por una mayor densidad
de la poblacién canina (Schares et al., 2003). Asimismo, se ha observado una relacién entre

la seroprevalencia en el ganado bovino y la abundancia de zorros y coyotes (Barling et al.,

2000).

La presentaciéon epidémica de aborto por neosporosis se ha asociado con una
posible exposicién a los ooquistes del parasito (McAllister et al., 2000; Dijkstra et al.,

2002c), de esta forma en aquellas explotaciones con evidencia de transmisiéon postnatal,
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fue maés frecuente la observacion de defecaciones en zonas de almacenamiento de comida

y el consumo de placentas, fetos abortados o calostro por el perro (Dijkstra et al., 2002c).

1.3.4.3. Edad

Teéricamente, se podrian diferenciar dos niveles de riesgo en el ganado bovino: el
riesgo de infeccion y el riesgo de aborto. En relacion con el riesgo de infeccién atribuible a
la edad, es importante considerar el modo de transmisién del parésito. En estudios
realizados en rebafios bovinos infectados endémicamente por N. caninum, se ha observado
un patrén claro en los titulos de anticuerpos en relaciéon con la edad, existiendo valores
significativamente mds elevados en los terneros precalostrales y calostrales que en las
reproductoras (Anderson et al., 1995; Davison et al., 1999d; Pereira-Bueno et al., 2000).
Este hecho es explicable por la existencia de una transmisién congénita reciente, junto con
la reactivacion de infecciones latentes durante la gestaciéon y el paso de anticuerpos
calostrales de la madre al ternero (Quintanilla-Gozalo et al., 2000). Por su parte, los
terneros de 6 a 12 meses y las novillas presentan titulos inferiores a las vacas de mas edad
(Pereira-Bueno et al., 2000), con un claro retorno a la seropositividad a los 25 meses de
edad en animales con infeccién congénita (Hietala & Thurmond, 1999), compatible con
estimulos antigénicos al comienzo de la etapa reproductora. Asimismo, otros autores
también han descrito un incremento de la seroprevalencia con la edad (Jensen et al., 1999).
Estos hallazgos podrian explicarse gracias a la existencia de posibles factores fisiol6gicos o
de manejo durante la gestacion, capaces de producir reactivaciones de la infeccion crénica
(Hietala & Thurmond, 1999; Quintanilla-Gozalo et al., 2000). Sin embargo, también podria
ser debido al contacto con el agente etiolégico proveniente de una fuente exégena y

confirmaria la existencia de la transmision horizontal.

Las diferencias encontradas en relacion con el riesgo de aborto de los animales y la
edad han sido poco sélidas o no significativas, sefialando que la infeccién se ha
diagnosticado en fetos abortados por vacas de edad muy variable (Dubey & Lindsay,
1996). No obstante, el modo de transmision del pardsito también parece influir en el riesgo
de aborto en relaciéon con la edad. En casos de abortos epidémicos (asociados con la
transmisiéon horizontal) no se han observado diferencias significativas entre las tasas de

aborto obtenidas en los diferentes grupos de edad de los animales abortados. Atn asi,
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parece que las vacas congénitamente infectadas tienen mas probabilidad de abortar en su
primera gestacion (Thurmond & Hietala, 1997a). En otros estudios, también se ha
observado que la proporciéon de infecciones congénitas disminuia segin aumentaba el
namero de parto, posiblemente debido al desarrollo de una inmunidad protectora

(Thurmond & Hietala,1997a; Wouda et al., 1998a; Dijkstra et al., 2003).
1.3.4.4. Antecedentes de aborto

La infeccién por N. caninum es mas frecuente en los rebafios con problemas de
aborto que en las explotaciones sin antecedente de fallo reproductivo, observandose de
este modo, tasas de seroprevalencia intra-rebafio mas elevadas. Diferentes estudios han
descrito una asociacién significativa entre la presencia de la infeccion y el aborto, con un
riesgo 2 a 3,5 veces superior en las vacas seropositivas que en las seronegativas (Paré et
al., 1997, Wouda et al., 1998a; Davison et al., 1999a; Jensen et al., 1999; Mainar-Jaime et al.,
1999; Stenlund et al.,, 1999). No obstante, el riesgo de aborto parece disminuir en las
gestaciones siguientes a dicho acontecimiento y sélo el 4-5% de los animales abortan en
mas de una ocasion (Dubey & Lindsay, 1996; Anderson et al., 1995), produciéndose en la

mayoria de las ocasiones el nacimiento de terneros congénitamente infectados.

1.3.4.5. Infecciones concomitantes y factores inmunodepresores

Otros agentes patdgenos productores de aborto en el ganado bovino pueden
coexistir con N. caninum provocando en esos casos que el aborto bovino sea un fenémeno
multifactorial. En los fetos bovinos abortados con infeccién por N. caninum también se han
detectado la presencia de otros agentes que pueden ser causa de muerte fetal. Se han
identificado simultdneamente infecciones por N. caninum y el virus de la diarrea virica
bovina (VBVD) (Dubey et al., 1990; Nietfeld et al., 1992; Barr et al., 1994a; Caldow et al.,
1996; Gottstein et al., 1998; Aduriz et al.,, 1999, 2001), BHV-4 (Nietfeld et al., 1992),
Salmonella dublin (McNamee et al., 1996), Leptospira hardjo (Otter et al., 1995), Bacillus
licheniformis (Otter et al., 1995; Caldow et al., 1996), Actinomyces pyogenes (Yaeger et al.,
1994; Wouda et al.,, 1997a), T. gondii (Gottstein et al., 1998; Sager et al., 2001) y Pasterella
hemolitica (Otter et al., 1995).
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Asimismo, se ha sugerido que la inmunodepresién en el animal podria ocasionar la
reactivacion de la infeccién y el aborto o transmisién congénita. En este sentido, Bjorkman
et al. (2000) sugieren que la infeccion por el VBVD originaria una inmunodepresién capaz
de favorecer la accién de otros patégenos como N. caninum. Sin embargo, otros
investigadores no han encontrado una asociacién clara entre ambas infecciones (Gottstein
et al., 1998; Bartels et al., 1999; Davison et al., 1999a; Mainar-Jaime et al., 2001; Hassing &
Gottstein, 2002). Igualmente, la presencia de micotoxinas en el alimento, el estrés
provocado por vacunaciones, las altas temperaturas y factores de la dieta entre otras
causas, se han propuesto como factores inmunodepresores que podrian estar
involucrados en el desencadenamiento de la enfermedad (Bartels et al., 1999; Thurmond

et al., 1995b).

1.3.5. Impacto econémico

No existen datos concluyentes acerca de las pérdidas econémicas debidas a la
neosporosis bovina pero la importancia de este proceso en la industria ganadera esta
fuera de toda duda. En California y Holanda, el 20% de los abortos bovinos son causados
por N. caninum; en Bélgica y Reino Unido alrededor del 12,5% (Davison et al., 1999a; De
Meerschman et al., 2002); y en Espafia las tasas de participacion estan entre el 10,7 y el
57%,en dependencia de la técnica diagndstica utilizada (Barberan et al., 1998; Gonzalez et
al., 1999; Pereira-Bueno et al., 2003). En California se calculan pérdidas de 35 millones de
doélares al afio (Dubey, 1999a); en Nueva Zelanda y en Australia, donde la infeccién es
responsable de aproximadamente el 25% de los abortos diagnosticados, se considera la
causa mas importante de pérdidas econémicas, con un gasto de 100 millones de ddlares
australianos anuales (Reichel, 2000). En Canada se estima que en una explotacién de 50
animales, las pérdidas pueden llegar a ser de 2305 doélares canadienses por afio (Chi et al.,

2002).

Por otra parte, también se deben considerar los costes indirectos asociados al aborto
tales como infertilidad, repeticién de celo, asistencia veterinaria, gastos de diagnoéstico,
reposicion, posibles pérdidas de produccién de leche y compra de ganado en caso de
sacrificio. Las pérdidas postnatales debidas a la neosporosis son dificiles de valorar,

puesto que en los animales adultos, excluyendo el aborto, la infeccion es asintomética. En
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el estudio realizado por Thurmond & Hietala (1996), se describi6 una clara asociaciéon
entre la probabilidad de sacrificio de las reproductoras seropositivas (1,6 veces) frente a
las reproductoras seronegativas. No obstante, en un estudio reciente no se ha encontrado

tal asociacion (Cramer et al., 2002).

La infecciéon por N. caninum también podria afectar a la produccién lactea, sin
embargo, los datos obtenidos son controvertidos. Thurmond & Hietala (1997b) han
descrito en hembras seropositivas una disminucién en la produccién lechera del 4% en la
primera lactacion comparado con las hembras seronegativas. En otro estudio, la infeccién
por N. caninum en una explotacion en Florida causé el 3-4% de disminucién en la
produccién lactea, ocasionando pérdidas de 128 délares por vaca en lactacion (Hernédndez
et al., 2001). Por el contrario, también se ha sefialado un aumento en la produccién de
leche en vacas seropositivas (Pfeiffer et al., 2002). Hobson et al. (2002) han sugerido que la
presencia del aborto es el factor que afecta a la produccién lactea y no la seropositividad
del animal. En este estudio realizado en 6864 vacas en produccion lactea procedentes de
140 granjas en los EE.UU., se ha observado que los animales seropositivos procedentes de
explotaciones con problemas de aborto produjeron menos leche que los seronegativos, sin
embargo, en las granjas sin problemas de aborto, la cantidad de leche fue la misma en las

vacas seropositivas y seronegativas.

En el sector carnico, las pérdidas econdmicas debidas a N. caninum son menos
conocidas debido a la dificultad de cuantificacién, sin embargo se ha observado una
asociaciéon negativa entre la ganancia de peso y la presencia de anticuerpos anti-N.

caninum con pérdidas de 15,6 d6lares americanos por vaca (Barling et al., 2000a, 2001).

1.4. PATOGENIA

La neosporosis bovina tiene una patogenia compleja en la que influyen multiples
factores dependientes del hospedador y del parésito. Los diferentes estudios realizados se
han llevado a cabo tanto en infecciones naturales y experimentales en la especie bovina
como en modelos murinos experimentales. A pesar de que en los tltimos afios se ha
avanzado de forma considerable en su conocimiento, diversos aspectos permanecen

todavia sin dilucidar.
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1.4.1. Infeccién aguda

Los taquizoitos son las formas de multiplicacion rapida del parésito y los
responsables de la fase aguda de la infecciéon. Se multiplican intracelularmente por
endodiogenia en muchos tipos de células, mostrando mayor tropismo por las del Sistema
Nervioso Central (SNC), de la placenta, células musculares esqueléticas y cardiacas y
células endoteliales (Dubey & Lindsay, 1996). La patogénesis de la neosporosis depende
del equilibrio entre la capacidad del taquizoito para penetrar y multiplicarse en las células
y la habilidad del hospedador para inhibir la proliferacion del parésito. La multiplicacién
intracelular del parasito causa la destruccion tisular y la aparicion de focos de necrosis.
Como consecuencia de este dafio, se produce una reaccion inflamatoria, dando lugar a la
infiltracién del tejido lesionado con células inflamatorias, principalmente monunucleadas

(Buxton et al., 2002).

En los bovinos adultos, el aborto es el tinico signo clinico observado en las hembras
gestantes en la fase aguda de la infeccién. La muerte del feto podria producirse como
consecuencia de las lesiones placentarias o fetales. Durante la parasitemia, los taquizoitos
llegarian a la placenta causando la destruccién, necrosis e inflamacién del tejido, tanto
materno como fetal (Shivaprasad et al., 1989; Barr et al., 1994a; Maley et al., 2003 ). Una
vez en la placenta, los taquizoitos colonizarian el feto, donde se ha observado la presencia
de lesiones, principalmente en el cerebro, corazén e higado y con menor frecuencia en los
pulmones, rifiones y membranas fetales (Dubey & Lindsay, 1996). En los terneros
congénitamente infectados, las lesiones localizadas en los musculos y en el sistema
nervioso serfan las responsables de los sintomas neurolégicos y neuromusculares
observados ocasionalmente (Dubey et al., 1990a; Barr et al., 1991b; Dubey & Lathunda
1993; Bryan et al., 1994). En el animal adulto s6lo se ha observado experimentalmente una
respuesta febril y un aumento del tamafo de los ganglios linfaticos a los pocos dias de la

inoculacion del parasito (Innes et al., 2001; Maley et al., 2001, 2003).

Los mecanismos de adhesion y penetracion del parésito en la célula han sido
ampliamente estudiados en T. gondii. En el caso de N. caninum, en los escasos estudios
realizados sobre la invasién celular, se ha observado la implicacion de una serie de

receptores de superficie y proteinas del taquizoito secretadas por los micronemas, las
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roptrias y los granulos densos. Durante la invasion celular, el taquizoito se reorienta y su
extremo apical contacta con el plasmalema de la célula. En este primer contacto estan
involucrados antigenos inmunodominantes de superficie, como el NcSRS2, por parte del
parasito (Hemphill et al., 1996) y residuos de condroitin sulfato por parte de la superficie
de la célula hospedadora (Naguleswaran et al., 2002, 2003). En la fase de penetracion, el
conoide emerge, la membrana de la célula comienza a invaginarse y se secretan a su
interior una serie de enzimas proteoliticas como las de tipo aspartil (Naguleswaran et al.,
2003), junto con proteinas de adhesion secretadas por los micronemas. Estas dltimas
ayudarfan a formar una zona de unién mévil entre la membrana externa del parasito y el
plasmalema de la célula, la cual se desplaza hacia la parte posterior del taquizoito,
impulsandolo al interior de la célula. De esta forma, el taquizoito quedaria englobado en
la vacuola parasitéfora, formada conjuntamente por la célula hospedadora y el parasito
(Buxton et al., 2002). En cultivo celular se ha observado que a los 45-60 minutos post-
infeccion -PI-, finaliza la invasiéon celular y comienza la endodiogenia, apareciendo la
primera generaciéon de zoitos a las 8-10 horas PI (Hemphill et al., 1996, Sundermann &
Estridge, 1999). A las 36 horas PI, se observan células infectadas con méas de 10 taquizoitos
incluidos en el interior de una vacuola parasitéfora bien desarrollada. Seguidamente, el
namero de taquizoitos se multiplica exponencialmente pudiendo observarse mas de 100
en una misma célula a los 4 dias PI. El efecto citopatico en los cultivos celulares en
monocapa comienza a aparecer a los 3 dias PI, y a los 4-6 dias PI se observa la destrucciéon
total de las células infectadas. La adhesion de los taquizoitos a las células Vero aumenta
con un periodo de incubacién corto (10 min) a 37°C (Naguleswaran et al., 2001, 2002, 2003)
y se ha relacionado con la secrecciéon de proteinas de micronemas como la NcMIC3
(Naguleswaran et al., 2001). Si los taquizoitos en el cultivo celular no penetran en la célula
hospedadora, dejan de ser infectivos a las pocas horas PI (Hemphill et al., 1996). Por otra
parte, la presencia de agentes como el interferén-y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral-
o (TNF-a) en el medio extracelular, pueden afectar a la adhesién e invasién celular ya que

inhiben la multiplicacién intracelular del parésito (Innes et al., 1995; Yamane et al., 2000).
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1.4.2. Infeccidn cronica v reactivacion

Con el desarrollo de la inmunidad, los taquizoitos se transforman en bradizoitos (fase
de multiplicacién lenta) formando los quistes tisulares localizados en el SNC. Este estadio
es el que se mantiene durante la fase crénica de la infeccion. Los quistes con bradizoitos
no ocasionan una accion patégena destacada, por lo que el animal no desarrolla ninguna
sintomatologia. Sin embargo, los factores que provocan un estado de inmunodepresién en
el animal podrian desencadenar la reactivacion de la infeccion. En estos casos, los
bradizoitos se liberarian de los quistes transformandose en taquizoitos y se desarrollaria
de nuevo la fase aguda de la infeccion. Una de las posibles explicaciones de la reactivacién
durante la gestacion, vendria dada por el efecto inhibitorio de la progesterona sobre la
produccién del 6xido nitrico (NO), del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la activaciéon
de las células asesinas (NK) y el estimulo de un tipo de respuesta celular Th2 (Quinn et al.,
2002b). Esta situacion tiene importantes repercusiones sobre la respuesta inmune del
animal. En infecciones experimentales en vacas gestantes se ha observado al principio y al
final de la gestacion un aumento de la respuesta inmune celular y una disminucién a
mitad de la gestacion, lo que podria favorecer la reactivaciéon y multiplicacién del parésito
en este periodo (Williams et al., 2000; Innes et al., 2001). Este patrén podria relacionarse
con el aumento de los niveles de progesterona producidos en las vacas desde el principio
a la mitad de la gestiéon y una disminucion en las tltimas semanas (Pope et al., 1969).
Recientemente, Kobayashi et al. (2002) estudiaron los efectos de tres hormomas
esteroideas (progesterona, estradiol-17p y corticosterona) sobre la reactivacion de la
infeccion en un modelo murino, pero no observaron ningin cambio en cuanto a la
distribucién del parasito y las lesiones entre los grupos tratados y los testigos. Por su
parte, Guy et al. (2001) midieron en el plasma diferentes pardmetros hormonales en vacas
gestantes persistentemente infectadas e intentaron relacionarlos con una posible
reactivacion de la infeccion y oscilaciones en la respuesta inmune, pero los resultados

fueron infructuosos.

Los mecanismos por los cuales los taquizoitos se transforman en bradizoitos son
poco conocidos y tinicamente se han estudiado in vitro, mediante la aplicacion de factores
estresantes (pH alcalino, nitroprusiato s6dico, condiciones sin CO,, etc.) (Weis et al., 1999;

Vonlaufen et al., 2002b; Tunev et al., 2002; Risco-Castillo et al., enviado). Al igual que
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ocurre en T. gondii, se ha sefialado que el tipo de célula hospedadora y el aislado del
parasito pueden ser factores importantes en relacion con la capacidad cistogénica

(McGuire et al., 1997D).

1.4.3. Patogenia del aborto y de la transmision vertical en el ganado bovino

Las consecuencias mds importantes de la infeccién por N. caninum en el ganado
bovino son el aborto y el nacimiento de terneros congénitamente infectados. La patogenia
en las hembras gestantes es compleja y depende de mdltiples factores todavia no muy
bien conocidos. Cualquiera que sea el origen de la infeccién en la vaca tales como la
reactivacion de una infeccién persistente o la ingestion de ooquistes esporulados, es
razonable asumir que dicho proceso originaria una parasitemia y la consiguiente invasiéon
del feto por el parasito. No obstante, las consecuencias de la infeccién varian dependiendo
del periodo de gestacion en el que se produzca y, posiblemente, de la magnitud o
duracién de la parasitemia, de la eficacia de la respuesta inmune maternal y de las
caracteristicas del aislado infectante, si bien estos factores no se han definido claramente

(Innes et al., 2000, 2002).

1.4.3.1. Edad gestacional e inmunocompetencia del feto

En relaciéon con la edad gestacional e inmunocompetencia del feto, se ha observado
que desempefian un destacado papel en la patogenia de la neosporosis. Antes de los 100
dias de gestacion, el feto es incapaz de reconocer ningtun patégeno; entre los dias 100 y
150 comienza a desarrollar una respuesta inmune y después del dia 150 el feto es
progresivamente mdas inmunocompetente (Osburn, 1988; Buxton et al., 2002). Por tanto,
debido a la inmadurez del sistema inmune, el feto es més vulnerable a la infeccién
durante la fases tempranas de gestacion produciéndose la muerte fetal. En el segundo
tercio de gestacion, el feto comienza a desarrollar su sistema inmunitario. Sin embargo, la
mayorfa de los abortos por neosporosis ocurren entre los meses quinto y séptimo de
gestacion, debido a que la respuesta inmune desarrollada es todavia rudimentaria e
insuficiente para superar este proceso (Gonzalez et al., 1999; Buxton et al., 2002) y la
infeccion del feto durante el segundo tercio de gestacién provoca su muerte o el

nacimiento de animales congénitamente infectados. Segin avanza la gestacién, la
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posibilidad de transmisién aumenta, consecuentemente, si la infeccion se produce en la
altima fase de la gestacion ocurre el nacimiento de terneros congénitamente infectados

(Buxton et al., 2002; Dubey, 2003).

Los resultados obtenidos tanto en infecciones naturales como experimentales, han
demostrado que la edad gestacional determina el desenlace de la infeccién. En
investigaciones realizadas en vacas con infeccién natural, Dannatt et al. (1995) y Paré et al.
(1997) describieron un aumento en el titulo de anticuerpos en los meses 6-7,5 de gestacion
que podria estar relacionado con un mayor estimulo antigénico procedente de la
multiplicacion del parasito en el feto. Stenlund et al. (1999) estudiaron fluctuaciones de
anticuerpos antes, durante y después del parto, observando también un aumento en el
titulo de anticuerpos 4-5 meses antes del parto, que disminuian dos meses después. Por su
parte, Quintanilla-Gozalo et al. (2000) y Pereira-Bueno et al. (2000) estudiaron las
fluctuaciones de anticuerpos durante la gestacion en 32 vacas seropositivas, de las cuales
s6lo abortaron 10. Se observé un incremento en el titulo de anticuerpos durante el
segundo trimestre, mas acusado en las vacas que abortaron, y durante el tercer tercio en
las vacas que tuvieron terneros congénitamente infectados. Posteriormente, se han
realizado observaciones similares; Guy et al. (2001) estudiaron la gestacion de 9 vacas
gestantes cronicamente infectadas. Los valores de anticuerpos observados alcanzaron
niveles elevados, unos dias antes de producirse la muerte fetal en las vacas que abortaron
y entre las semanas 22 y 36 de gestacion en las vacas que tuvieron terneros
congénitamente infectados. Las vacas que parieron terneros no infectados, no tuvieron

fluctuaciones de anticuerpos durante la gestacion.

Por otra parte, los resultados obtenidos en infecciones experimentales han
demostrado que en funcion del periodo de gestacién en el que se realice la inoculacion del
parasito, puede producirse la muerte fetal, el nacimiento de terneros con transmisién
congénita o bien el de terneros no infectados. El efecto de la infeccion antes del comienzo
de la gestaciéon ha sido poco estudiado y parece dar lugar al nacimiento de terneros no
infectados (Williams et al., 2000; Innes et al., 2001). Sin embargo la infeccién durante la
primera fase de la gestacion suele producir la muerte fetal (Dubey et al., 1992; Barr et al.,
1994a; Ho et al., 1997b; Macaldowie et al., 2002; Williams et al., 2000, 2003); como ejemplo

valga comentar que la inoculacién de 6 vacas con taquizoitos por via intravenosa (i.v) en
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el dia 70 de gestacion, caus6 la muerte de 5 fetos en la semana 13 (Williams et al., 2000). La
inoculacion de taquizoitos en el segundo tercio de gestacion tiene consecuencias variables,
produciéndose, en la mayoria de los casos, la infeccion del feto y no su muerte (Barr et al.,
1994a; Innes et al., 2000, 2001; Andrianarivo et al., 2001; Almeria et al., 2003; Maley et al.,
2003). La inoculacién en el dltimo tercio ha dado lugar al nacimiento de terneros

congénitamente infectados (Innes et al., 2000; Williams et al., 2000).

1.4.3.2. Respuesta inmune de la madre

Otra cuestion que permanece sin esclarecer es la influencia de la respuesta inmune
maternal en relacién con la presentacion de la enfermedad. En infecciones naturales, se ha
observado que en rebafios con abortos de caracter epidémico, las vacas con infeccion
previa son mas resistentes a la nueva infeccion que los animales que han adquirido
recientemente la infeccién por via horizontal. Este hecho se ha asociado con el desarrollo
de una inmunidad protectora en los animales cronicamente infectados que previene frente
al aborto después de una reinfeccién, posiblemente con ooquistes (McAllister et al., 2000;
Schares et al., 2002a). En rebafios con neosporosis endémica, también se ha descrito que
las vacas congénitamente infectadas tienen mads posibilidades de abortar durante la
primera gestacién que en las sucesivas (Anderson et al., 1995; Dubey & Lindsay, 1996); no
obstante el nacimiento de terneros congénitamente infectados se produce a lo largo de la
vida productiva del animal y es independendiente del nimero de parto (Bjorkman et al.,
1996; Paré et al., 1996, Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998). Recientemente, se ha
descrito que la infeccién experimental de vacas antes de la gestacion provoca el desarrollo
de una inmunidad que protege de la transmisién vertical por una segunda inoculacion del
parésito a mitad de gestacion (Innes et al., 2001). Asimismo, se ha visto que la inoculacién
sucesiva de taquizoitos en diferentes gestaciones sélo provoca la infeccién del feto en la
primera inoculacién (Ho et al., 1997b). Dichas observaciones estdn en contradiccién con lo
observado en las infecciones naturales, donde la transmision vertical puede llegar a tener
una eficiencia del 95% y es el principal modo de infeccién de N. caninum (Paré et al., 1996;
Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998; Davison et al., 1999a, b). Por el contrario, se ha
demostrado experimentalmente que la inmunidad desarrollada en vacas naturalmente
infectadas protege frente a una infeccion exégena (inoculacién de taquizoitos) y el

subsiguiente aborto. Sin embargo esta inmunidad no protege frente a una recrudescencia
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de la infeccion crénica, produciéndose el aborto o el nacimiento de terneros
congénitamente infectados (Williams et al., 2003). Estos estudios demuestran que la
infecciéon experimental con taquizoitos no reproduce plenamente el proceso de forma
natural y subraya la necesidad de profundizar mas en el conocimiento de la patogenia en

los bovinos con infeccidon natural.

1.4.3.3. Aislado, via de inoculacién, estadio y dosis infectiva

La inoculaciéon de taquizoitos por via parenteral es la forma de infecciéon
expermental mas frecuente en el ganado bovino gestante, pero resulta dificil establecer
una correlacién entre los estudios realizados debido a la utilizacién de diferentes aislados,
dosis y vias de inoculacién del parasito. Los aislados y vias de inoculaciéon mas utilizados
han sido taquizoitos de NC-1 inoculados por via subcuténea (s.c.) a la altura del ganglio
linfatico prefemoral izquierdo (Innes et al., 2000, 2001; Maley et al., 2003), NC-Liv por via
intravenosa (Williams et al., 2000, 2003), NC-BPA1 administrado simultdneamente por via
i.v. e intramuscular -i.m.- (Barr et al., 1994a; Ho et al., 1997b; Andrianarivo et al., 2000,
2001) o NC-Illinois por via i.v. (Almeria et al., 2003). Las consecuencias de la infeccién
pueden estar condicionadas a su vez por la virulencia del aislado, pero hasta la fecha, se
desconoce la influencia de este factor. Las principales variaciones observadas en el curso
de la infeccion experimental parecen estar relacionadas principalmente con la via de
inoculacién. Ninguna de las vias utilizadas con mayor frecuencia se asemeja a la via
natural de la infeccién, no obstante, la que reproduce de forma mas parecida lo que ocurre
en las naturaleza es la via i.v, ya que durante la infeccién natural se originaria una
parasitemia y la consiguiente invasion del feto por el parésito. De esta forma, cuando se
inocularon las vacas en el dia 70 de gestacién con el aislado NC-Liv se originé la muerte
del feto (Williams et al., 2000, 2003), mientras que la inoculacién con NC-1 por via s.c. a la
altura del ganglio linfatico prefemoral izquierdo ocasioné el nacimiento de terneros no
infectados (Innes et al., 2000). No obstante, Macaldowie et al. (2002) han logrado
reproducir la infecciéon con mortalidad y reabsorcion fetal con el aislado NC-1 inoculado
por via intravenosa en el dia 70 de gestacion. Cuando se ha empleado el aislado NC-BPA1
por via iv./im. o NC-Illinois por via i.v. se ha producido la muerte del feto o la
transmisioén vertical del parasito segtn la fase de gestacion en la que haya efectuado la

inoculacion del organismo.
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Las dosis que se han empleado en los bovinos son variables oscilando entre 5x10° y
5x108 taquizoitos (Dubey et al., 1992; Barr et al., 1994a; Innes et al., 2000, 2001; Williams et
al., 2000, 2003; Andriananarivo et al., 2000, 2001; Macaldowie et al., 2002; Almeria et al.,
2003; Maley et al., 2003) y aunque las consecuencias parecen ser similares se ha observado
que con la dosis mas alta (5x108), se produce antes la invasion de la placenta y el SNC del

feto asi como lesiones mas extensas que con la dosis menor (5x10¢) (Maley et al., 2003).

Hasta el momento, los conocimientos sobre la patogenia de la infeccién en vacas
infecctadas via oral (v.0.) con ooquistes son escasos. Se ha demostrado experimentalmente
que los ooquistes de perros son infectivos para el ganado bovino (De Marez et al., 1999;
Gondim et al., 2002), pero la administracion por v.o. de ooquistes a hembras gestantes en
la semana 10 de gestacién, no caus6 aborto ni la transmisién transplacentaria del parasito,
aunque la infeccién se confirmé por el desarrollo de una respuesta inmune especifica y la
deteccion de ADN de N. caninum en el cerebro de las vacas (Trees et al., 2002). Los autores
relacionaron la ausencia de infeccién en el feto con la dosis de ooquistes administrada

(600 ooquistes) y su viabilidad.

1.4.3.4. Causas de la muerte fetal

Las causas que provocan la muerte del feto parecen ser multifactoriales y no se
conocen con detalle. Dubey et al. (1990a) sehalaron que la muerte del feto podria ser
debida a una miocarditis. Si bien, otros autores han postulado que las lesiones en el SNC
serian las principales responsables (Barr et al., 1990). Aun asi, en muchas ocasiones no se
han encontrado graves lesiones en los 6rganos vitales por lo que la muerte del feto parece
depender también de otros factores. En este sentido, se ha sugerido la importancia de la
respuesta inmune celular desarrollada por las hembras gestantes, principalmente durante
el periodo inicial de gestacion. En la gestacién se produce un estado de inmunodepresiéon
concretamente en la placenta, con el fin de evitar el rechazo del feto. Las citoquinas pro-
inflamatorias del tipo Th1 (IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a)) que podrian provocar el rechazo del
feto estan inhibidas y predominan las de tipo Th2 como la IL-10 o el factor de crecimiento
tumoral B (TGF-P). Esta situacion beneficiaria la multiplicacién del parasito y facilita la
destruccion focal de la placenta, tanto materna como fetal, asi como el desarrollo de una

respuesta inflamatoria. A continuacién, como consecuencia de la multiplicacién del
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parasito se desencadenaria una respuesta Thl en la madre para controlar la replicaciéon
del patégeno, la cual puede ser letal para el feto (Buxton et al. 2002; Innes, 2002; Quinn et
al., 2002b). Actualmente, no existe ningin trabajo en vacas gestantes que confirme esta
hipétesis. Asimismo, se ha sugerido que la muerte fetal podria producirse directamente
por la invasién del placentoma por el pardsito y el consiguiente dafio tisular,
interrumpiéndose de esta forma el intercambio de oxigeno y nutrientes. En este sentido,
se ha descrito la presencia de lesiones y del parasito en la placenta, tanto en vacas con
infeccién natural (Shivaprasad et al., 1989; Thilsted & Dubey, 1989; Nietfeld et al., 1992;
Boulton et al., 1995; Bergeron et al., 2001a) como experimental (Barr et al., 1994a; Innes et
al., 2001). En un estudio reciente, Maley et al. (2003) sefialan la importancia de la placenta
en la patogenia de la infeccion y su capacidad para limitar o permitir la diseminacién de
la infeccién al feto, existiendo una relaciéon entre la presencia de lesiones en la placenta y

en el SNC del feto y la deteccién del ADN del parasito.

1.4.4. Patogenia de la infeccion en el modelo murino

En la actualidad el ratén es el modelo animal mdas usado para el estudio de la
patogenia y respuesta inmune de la infeccién por N. caninum, desarrollandose para ello
diferentes modelos de infeccion. Igualmente, el ratén se ha empleado en las pruebas de
caracterizaciéon patogénica de diferentes aislados de N. caninum, para la produccién de
quistes tisulares y en pruebas de eficacia de fdrmacos o vacunas. Si bien no se ha descrito
la existencia de infecciones naturales en ratones u otros roedores, N. caninum es infectivo
para el ratén pudiéndose detectar la presencia de lesiones y del parasito en varios érganos
del animal (Lindsay & Dubey, 1989d, 1990d; Nishikawa et al., 2001b, d). En la fase aguda
de la infeccion, las lesiones se observan principalmente en el pulmén y en el higado
(Baszler et al., 1999b), mientras que en la fase croénica afectan al SNC (Lindsay et al.,
1995b). Sin embargo, la respuesta de los animales a la infeccién junto con el desarrollo de
una neosporosis clinica depende de maltiples factores y de la relacién establecida entre el
hospedador y el parasito. Aunque los factores que influyen en el desarrollo de la infecciéon
no son independientes unos de otros, se pueden dividir en dos grupos: los dependientes
del hospedador y los del parésito. Dentro de los factores ligados al hospedador destacan:

la estirpe de ratéon, el uso de tratamientos inmunodepresores, inmunodeficiencias
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selectivas de origen genético y la via de inoculaciéon. Entre los dependientes del parasito

cabe citar: el aislado, la dosis infectiva y el estadio parasitario (Innes et al., 2000).

1.4.4.1. Estirpe murina, tratamiento inmunodepresor y respuesta inmune del

hospedador

En el ratéon la infeccién es posible tanto en estirpes no consanguineas (Swiss
Webster, ICR, CD-1) como en estirpes consanguineas (BALB/c, CBA/CaA/], B10.D2, A/]
y C57BL/6), observandose variaciones en la receptividad a la infeccién dependiendo de
las diferentes estirpes. Los ratones Swiss Webster son muy poco receptivos a la infecciéon
pero si manifiestan signos clinicos si se inmunodeprimen con corticoesteroides (Lindsay &
Dubey, 1989d). Dependiendo de la dosis de corticoides administrada se puede reproducir
la forma aguda o crénica de la enfermedad. La estirpe no consanguinea ICR no desarrolla
sintomas cuando se infecta con taquizoitos de los aislados NC-1 o NC-3 (Lindsay et al.,
1995b) o con aislados atenuados, pero si cuando se le administra previamente corticoides
(Lindsay et al., 1999b). En este sentido, se han utilizado diferentes pautas de tratamientos
con metilprednisolona para la obtenciéon de quistes tisulares en ratones ICR (McGuire et
al., 1997b). Entre las estirpes consanguineas se encuentran también diferencias: las estirpes
A/] y B10.D2 han mostrado ser resistentes (Khan et al.,1997; Long et al., 1998), mientras
que las estirpes BALB/c y CB57/BL pueden desarrollar sintomas nerviosos cuando se les

infecta con el aislado NC-1 (Lindsay et al., 1995b; Long et al., 1998).

Por otra parte, la respuesta inmune del hospedador es un factor importante en
relacion con la presentacion de la enfermedad tal y como se ha podido observar en los
modelos murinos de estirpes con defectos inmunolégicos. Los ratones BALB/c atimicos
(nu/nu) son muy sensibles a la infecciéon por N. caninum incluso con aislados poco
patégenos y en la mayoria de las ocasiones las infecciones cursan con sintomatologia y
mortalidad. Los ratones Swiss Webster defectivos en IFN-y son también muy receptivos y
sucumben a la infeccién rapidamente (Dubey et al.,, 1998a). La estirpe C57BL/6 pMT
(deficiente en células B) present6 un mayor ntimero de érganos positivos por PCR, y
lesiones mas graves en cerebro en comparacion con su estirpe parental. Los ratones
C57BL/6 uMT desarrollaron sintomatologia clinica y mortalidad a partir del dia 29 P, sin

embargo los ratones C57BL/6 no mostraron ningan signo clinico de infeccién (Eperon et
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al.,, 1999). Los ratones BALB/c SCID-bg (deficientes en células T y B funcionales y en un
50% en NK) son muy receptivos a N. caninum, falleciendo durante la fase aguda, mientras
que sus parentales permanecieron clinicamente normales u ocasionalmente con algin
sintoma (Dreier et al., 1999). Los ratones defectivos en la enzima inducible NO sintetasa
(INOS2) también fueron mas sensibles que sus parentales (Tanaka et al., 2000a).
Recientemente se ha estudiado el curso de la infeccién en ratones BALB/c defectivos en
IFN-y, IL-10, iNOS2, en el receptor 2 del factor de necrosis tumoral (TNFR2) y en el
receptor beta 2 microglobulina (f2M) inoculados con los aislados NC-1, NC-2 y el aislado
atenuado NCts-8. Los ratones defectivos en IL-10 e iNOS2 no manifestaron
sintomatologia, mortalidad o lesiones cuando se infectaron con los tres aislados. Los
ratones defectivos en f2M tienen deficiencias en los linfocitos citotoxicos y en la secrecién
de IFN-y en las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I (CMH
I). Cuando se les inocul6é con NC-1 mostraron mortalidad en el dia 27 PI, con lesiones en
cerebro y pulmoén; con NC-2 la infeccion fue crénica con alguna muerte durante la semana
30 y con NCts-8 los ratones permaneciron vivos y no se observaron lesiones. En el caso de
los ratones defectivos en TNFR2 el curso de la infeccion también estuvo condicionado por
el tipo de aislado de N. caninum, siendo resistentes a NCts-8, pero receptivos a NC-1 y
NC-2, con muertes a partir del dia 63 PI y lesiones tanto en cerebro como en pulmoén. Los
ratones defectivos en IFN-y murieron rdpidamente localizandose las lesiones y el parasito

en higado y bazo (Ritter et al., 2002).

1.4.4.2. Aislado

El tipo de aislado es un factor critico que condiciona la gravedad de los sintomas y
lesiones que presenta el animal tal y como se ha podido comprobar en el parrafo anterior.
Hasta la fecha, la informaciéon disponible sobre la diversidad patogénica, genética y
biolégica de los diferentes aislados de N. caninum es escasa. En los primeros estudios
utilizando un modelo murino, el aislado NC-1 demostré ser mas virulento NC-3 (Lindsay
et al., 1995b). Atkinson et al. (1999) compararon 2 aislados en ratones BALB/c y
observaron importantes diferencias en cuanto a la patogenicidad, ya que los ratones
inoculados con el aislado NC-Liv (origen canino) desarrollaron sintomas y lesiones mas
graves que los infectados con NC-SweB1 (origen bovino). En este estudio también se

encontraron diferencias biol6gicas y genéticas entre los dos aislados mediante un anélisis
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por la técnica de RAPD-PCR. Asimismo, los ratones BALB/c inoculados con el aislado
Japonés JPA1 no desarrollaron sintomatologia, detectindose muy pocas lesiones y de
caracter leve en los diversos organos estudiados (Shibahara et al.,, 1999). El aislado
Australiano NC-Nowra mostré también poca patogenicidad cuando se inocul6 a ratones
BALB/c; s6lo 3 de 10 ratones mostraron sintomas siendo las lesiones observadas en el

cerebro de grado leve a moderado (Miller et al., 2002)

1.4.4.3. Dosis infectiva

El desarrollo de la infeccion por N. caninum en el modelo murino ha mostrado
tener un comportamiento dependiente de la dosis del parasito. En este sentido, Long et al.
(1998) observaron una asociacién evidente entre dosis elevadas de taquizoitos y un
incremento en el namero de lesiones, carga parasitaria en cerebro, presencia de sintomas
y mortalidad. Posteriormente, Gottstein et al. (2001) encontraron en ratones de la estirpe
C57BL/ 6 inoculados con diferentes dosis, una asociacién evidente entre dosis elevadas de
taquizoitos, el incremento de la tasa de morbilidad y mortalidad y la presencia del
parésito en cerebro. Concretamente, esta estirpe de raton inoculada con 105 taquizoitos
NC-1 no mostré ningtn sintoma (Eperon et al., 1999) pero si cuando se inoculé con 2x107

taquizoitos (Long et al., 1998).

1.4.4.4. Estadio parasitario y via de inoculacién

Las infecciones experimentales llevadas a cabo en el modelo murino se han
realizado mediante la inoculacién de taquizoitos por via intraperitoneal (i.p.), s.c. o v.o.,
aunque hasta el momento las vias mas utilizadas han sido la i.p. y s.c. Lindsay & Dubey
(1990b) observaron que los ratones infectados con taquizoitos por via i.p. morian antes
que los inoculados por via s.c. o v.o. En otro estudio, los animales inoculados por via i.p.
no desarrollaron signos clinicos de la enfermedad ni lesiones en el cerebro en
contraposiciéon con los inoculados por via s.c. (Atkinson et al., 1999). En un estudio
reciente de un modelo de ratona gestante (Quinn et al., 2002a) también se ha descrito que

las lesiones en el cerebro son més graves en los ratones inoculados por via s.c.
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A su vez se ha estudiado la patogenia de la infeccion con bradizoitos obtenidos de
quistes tisulares e inoculados por via s.c. 0 v.0., mostrando resultados parecidos a las

infecciones causadas con taquizoitos (Lindsay & Dubey, 1990b).

Los ratones han demostrado ser muy poco sensibles a las infecciones con ooquistes
de N. caninum por v.o. (Lindsay et al., 1999a). Sin embargo, los gerbos son muy receptivos

(Dubey & Lindsay, 2000)

1.4.4.5. Patogenia de la infeccion en el modelo murino gestante

El modelo murino gestante se encuentra actualmente en desarrollo. No obstante,
todos los resultados obtenidos hasta la fecha indican un alto grado de similitud con los
obtenidos en el modelo bovino. La transmision congénita de N. caninum en el ratén esta
en relacién con el dia de la gestacion en el que la madre es infectada (Long et al., 1996;
Cole et al., 1995; Liddell et al., 1999b). Cuando la infeccién se realiza con el aislado NC-1
en ratones BALB/c antes de la gestacién o al principio de ésta (dia 5), el parasito no se ha
detectado ni en los tejidos del feto ni en la placenta en los dias 13-19 de gestacién (Long et
al., 1996). Por otro lado, en un modelo gestante con ratones no consanguineos (estirpe
Quackenbush) infectados con el aislado NC-Liv en el dia 5 de gestacién, la tasa de
transmisién en el dia 7 post-parto fue del 91% (Quin et al., 2002a). De este modo, el
periodo de tiempo transcurrido entre la infeccién y el sacrificio parece ser crucial para la
multiplicaciéon del parasito y el establecimiento de la infeccién. En ratonas BALB/c
infectadas con NC-1 entre el dia 8 y 12 de gestacion y sacrificadas en dias sucesivos, el
parésito se ha detectado en placenta, musculo esquelético y cerebro del feto y en algunos
casos con altas tasas de transmision (Long et al., 1996; Liddel et al., 1999b). Si la infecciéon
se realiza entre los dias 13-15 de gestacion, el parasito s6lo se ha detectado por PCR en un
namero reducido de crias (Liddell et al., 1999b). La localizacién de N. caninum en las crias
también varia en funcién de la edad; en los animales de 2-4 dias de edad, el parasito se ha
detectado en cerebro y pulmoén, mientras que a los 7-23 dias se detecta, inicamente, en

cerebro (Liddell et al., 1999b)

La pérdida fetal en el modelo murino gestante es también dependiente del periodo

de gestacion en el que ocurra la infeccion. Asi cuando se infectan ratonas BALB/c en el
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dia 10 después de la cubricién, el ntiimero de ratones por camada fue significativamente
menor que en los testigos. La infeccién en el dia 5 de gestacion con el aislado NC-1 originé
una tasa de reabsorciones en el dia 14 casi tres veces mas que en las hembras no infectadas
(33% wversus 12%) (Long et al., 1996). En el dia 8 de gestacién en el modelo gestante con
ratones Quackenbush infectados con el aislado NC-SweB, se observé en el dia 14 un 25%
de fetos no viables por camada, significativamente mayor que en los testigos, mientras
que con NC-Liv no se observé un aumento significativo y la media fue sélo del 2,8%
(Quinn et al.,, 2002a). Por otra parte, no se observaron pérdidas fetales en hembras

infectadas al final de la gestacién (Long et al., 1996).

1.5. RESPUESTA INMUNE

La inmunidad que se desarrolla en el hospedador como consecuencia de la infeccién
desempefia un papel critico en sus consecuencias. Varios estudios han sehalado que la
respuesta inmune de tipo celular es el componente mas importante involucrado en el
control de la infeccién. N. caninum, como la mayoria de los patégenos intracelulares
obligados, estimula en el hospedador una respuesta tipo Thl caracterizada por la
produccién de IL-2, IFN-y, IL-12 y TNF-a, que a su vez conlleva la produccién de NO y
metabolitos potencialmente letales para el parasito (Innes et al., 2002). Por otra parte, tanto
en el modelo murino como en el modelo bovino se ha demostrado que tras la infeccion se

estimula una fuerte respuesta humoral.

1.5.1. En el ganado bovino

1.5.1.1. Respuesta inmune celular

Aunque la informacién sobre la respuesta inmune celular en el ganado bovino es
limitada, se ha demostrado su desarrollo como consecuencia de la infeccién. En novillas
infectadas experimentalmente se han descrito altos niveles de IFN-y y la proliferacién in
vitro de linfocitos con antigeno del parédsito (Lundén et al.,, 1998; Marks et al., 1998)
destacando la participacion de los linfocitos T CD4* como responsables de los procesos de
proliferacion y de produccion de IFN-y (Marks et al, 1998). En infecciones

experimentales con ooquistes de N. caninum en terneros se ha descrito una
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linfoproliferacién desde la primera semana hasta los dos meses y medio PI (De Marez et

al., 1999).

En vacas gestantes con infeccién natural se ha sefialado la presencia de niveles de
IFN-y més elevados en aquellas reproductoras que no transmitieron la infecciéon a la
descendencia (Guy et al., 2001). Por otro lado, en vacas gestantes infectadas
experimentalmente con taquizoitos se han observado diferencias en la magnitud de la
respuesta inmune celular en relacién con el periodo de gestaciéon, describiéndose una
respuesta inmune celular mas intensa al principio y al final asi como niveles mds bajos en
la mitad de la gestacion (Williams et al., 2000; Innes et al., 2000, 2001; Andrianarivo et al.,
2001). Sin embargo, Almeria et al. (2003) detectaron a los 124 dias PI bajos porcentajes de
células CD3+, CD4+, CD8+ e IL-2R+ en la sangre, pero altos en los 6rganos linfoides,
indicando que la respuesta inmune de la madre puede estar compartimentada. Por su
parte, los datos referentes al TNF-a son contradictorios. Mientras algunos autores han
sefialado que la infecciéon experimental por N. caninum en vacas gestantes no produce
altos niveles (Williams et al., 2000), otros autores han descrito un incremento en la
expresion de TNF-o (Almeria et al.,, 2003). La infeccién en vacas gestantes parece
estimular una respuesta tipo Th1l con un destacado papel de los linfocitos T CD4* como
responsables de los procesos de proliferaciéon y produccién de IFN-y (Andrianarivo et al.,
2001). Sin embargo, N. caninum parece también inducir la expresion de citoquinas Th2
como la IL-4 (Almeria et al., 2003). Por otra parte, las vacas gestantes infectadas con
ooquistes también desarrollaron una inmunidad celular desde la semana 1 a la 20 PI

(Trees et al., 2002).

En fetos procedentes de vacas experimentalmente infectadas en el dia 159 o 169 de
gestacion, la respuesta inmune celular fue muy variable, detectandose la produccién de
IFN-y en un namero reducido de ellos. En uno de los fetos con niveles de IFN-y bajos, al
igual que su madre, se observaron las lesiones mas graves y fue el inico donde se detect6
el parésito (Andrianarivo et al., 2001), indicando el papel protector del IFN- y frente a la
infecciéon. Asimismo, se ha sefialado la existencia de niveles altos de expresién del IFN-y,
del TNF-a y de la IL-10 y la presencia de linfocitos CD3+ en fetos procedentes de

infecciones experimentales (Almeria et al., 2003).
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1.5.1.2. Respuesta inmune humoral

La infeccion por N. caninum en el ganado bovino estimula el desarrollo de una
respuesta inmune humoral, si bien se desconoce el papel que juegan estos anticuerpos en
el desarrollo de una inmunidad protectora existiendo datos contradictorios al respecto. En
la infeccién natural se ha puesto de manifiesto la presencia de fluctuaciones en los niveles
de anticuerpos a lo largo de la vida del animal, detectandose niveles elevados durante la
gestacion capaces de predecir el aborto o la infeccién congénita (Paré et al., 1997;
Quintanilla-Gozalo et al., 2000; Pereira-Bueno et al., 2000; Guy et al., 2001) o valores bajos
incluso negativos en otros momentos (Conrad et al., 1993b; Pereira-Bueno et al., 2000). Los
niveles altos podrian estar causados por una reactivacion de la infeccion y re-estimulacion
en la producciéon de anticuerpos o por reinfecciones a partir de una fuente externa

(Conrad et al., 1993b; Jenkins et al., 1997; Paré et al., 1997).

En novillas infectadas experimentalmente se detectaron IgM especificas a partir del
dia 12 PI mientras que la respuesta de IgG fue més tardia, detectdndose a partir del dia 29
PI y presentando un méximo en el dia 35 PI (Lundén et al., 1998). Maley et al., (2001)
realizaron un seguimiento serolégico en animales inoculados experimentalmente con una
dosis baja y otra alta de taquizoitos observando niveles de IgG elevados, al menos durante
un afio, en ambos grupos con algunas fluctuaciones, principalmente en el grupo
inoculado con la dosis menor. En reproductoras gestantes inoculadas en diferentes
momentos de la gestacién, se ha observado un aumento del nivel de anticuerpos a las 4-6
semanas PI, alcanzando un pico alrededor de la séptima semana y disminuyendo a partir
de la semana 10. Por otra parte, en los bovinos, la produccién de IgG2 viene mediada por
citoquinas del tipo Thl, mientras las citoquinas Th2 aumentan la produccién de
anticuerpos de la subclase IgG1 (Estes et el., 1995). En el estudio realizado por Williams et
al. (2000) en vacas experimentalmente infectadas, se decribieron altos niveles de IgG2 e
IFN-y. Sin embargo, Andrianarivo et al. (2001) observaron en vacas inoculadas en el dia
159 o0 169 de gestacion tres patrones: (i) niveles mas altos de IgG2 que IgGl, (ii) mezcla de
IgG1 e IgG2 y (iii) niveles mas elevados de IgGl que IgG2. Tampoco observaron una
correlacion entre los niveles de IgG2 y los de IFN-y sugiriendo que otros factores podrian
regular la producciéon de IgG2 en el ganado bovino. En infecciones experimentales en

terneros con ooquistes de N. caninum, se ha detectado una respuesta humoral especifica
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mediada por IgGl e IgG2 desde la segunda y cuarta semana PI, respectivamente (De
Marez et al., 1999). Las vacas gestantes infectadas con ooquistes desarrollaron una
respuesta humoral desde la semana 3 PI, permaneciendo elevada durante 12-14 semanas,
después los niveles de anticuerpos fueron disminuyendo hasta alcanzar valores por

debajo del punto de corte (Trees et al., 2002).

La respuesta humoral en fetos bovinos abortados por neosporosis depende de la
edad gestacional y del tiempo transcurrido entre la infeccién y el aborto. A partir de los 5
meses de gestacion, cuando el feto es inmunocompetente, se observa un incremento en el
numero de fetos seropositivos (Barr et al., 1995; Gonzalez et al., 1999; Pereira-Bueno et al.,
2003). También se ha observado en fetos procedentes de vacas infectadas
experimentalmente, el desarrollo de una marcada respuesta inmune humoral con

produccién de IgG1 anti-N. caninum (Andrianarivo et al., 2001).

1.5.2. En el modelo murino

1.5.2.1. Respuesta inmune celular

En la actualidad el ratén es el modelo animal mas utilizado para el estudio de la
respuesta inmune producida por N. caninum. En este sentido, el desarrollo de modelos
murinos con inmunodeficiencias selectivas de origen genético ha sido de gran ayuda en el

estudio de inmunidad celular frente a la infeccion.

Durante la infecciéon por N. caninum, se activan diferentes componentes de la
inmunidad celular innata como macréfagos, células NK y células dendriticas, las cuales
responden liberando citoquinas del tipo IL-12 e IFN-y que, junto con los linfocitos CD4+ y
CD8+, intervienen en la regulacion de la respuesta celular Th1/Th2, que es crucial en la
respuesta protectora desarrollada frente al parasito (Kasper & Khan, 1998; Nishikawa et
al., 2002). Diversos estudios han sefialado el papel del IFN-y e IL-12 en la resistencia frente
al parasito durante la fase aguda de la infeccién. Asi, los ratones de la estirpe A/]
(resistentes a la infeccién) expresan en esplenocitos niveles significativos de ARNm de IL-
12 a las 24 h PI y de IFN-y a los 7 dias PI. Asimismo, la neutralizacion in vivo con

anticuerpos monoclonales de estas dos citoquinas originé en esta estirpe murina un
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aumento de la sensibilidad a la infeccion (Khan et al., 1997). En otros estudios
relacionados se ha visto un aumento de la mortalidad y de la carga parasitaria en los
ratones tratados con anticuerpos monoclonales frente a IL-12 e IFN-y, al igual que en
ratones defectivos genéticamente en IFN-y (Dubey et al, 1998a; Ritter et al., 2002).
Contrariamente, cuando los ratones fueron tratados con IL-12 recombinante, mostraron
una disminucién en la gravedad de los sintomas y lesiones en cerebro y una menor carga
parasitaria, aunque el curso de la infeccién no se vi6 alterado a largo plazo (Baszler et al.,
1999b). Tanaka et al. (2000b) obtuvieron resultados parecidos al administrar un anticuerpo
monoclonal frente a IFN-y, observando que los ratones morian a los 18 dias PI, mientras
que los no tratados sobrevivian mas de 30 dias. Por otra parte, la sensibilidad a la
infeccion en el modelo murino parece estar relacionada con una respuesta Th2 y niveles
elevados de IL-4. En este sentido, Long et al. (1998) describieron los perfiles de citoquinas
que se producian en tres estirpes de ratones con diferente receptividad a la infeccion. Los
ratones de las estirpes BALB/c y C57BL/6 (sensibles a la infeccion) tuvieron niveles mas
altos de IL-4 que los ratones de la estirpe B10.D2 (resistente a la infeccién). Por otra parte
cabe destacar que la IL-10 es una importante citoquina producida por las células Th2 que
inhibe las funciones de las células Th1l durante la infeccién con T. gondii (Gazzinelli et al.,
1996). En N. caninum, se han relacionado niveles bajos de IL-10 con una mayor
sensibilidad a la infeccion (Eperon et al., 1999). Por el contrario, en ratones tratados con
anticuerpos monoclonales frente a la IL-12 se ha observado un aumento en el ARNm de la
IL-10 (Khan et al., 1997), y en ratones defectivos en IL-10 una menor receptividad a la
infecciéon (Ritter et al.,, 2002). Igualmente, los ratones BALB/c deficientes en IFN-y
tuvieron elevados niveles de IL-10 (Nishikawa et al., 2003). El papel que desempena el NO
tampoco se conoce con exactitud, mientras que Tanaka et al. (2000a) demuestran que es
importante en la resistencia a la infeccién, tal y como se ha observado experimentalmente
en ratones defectivos en la enzima iNOS2, los cuales muestran una mayor receptividad;
Ritter et al. (2002) observan que los ratones sin iNOS2 son resistentes a la infeccién. El
TNF-o ha inhibido la multiplicacién in vitro del parasito (Nishikawa et al., 2001a), pese a
esto, no parece desempefar un papel critico en la infeccién aguda o crénica en ratones

(Ritter et al., 2002)

Las poblaciones de linfocitos T, CD4+ y CD8+ juegan un papel importante en la

prevencion de la infeccion por Neospora en las fases mas avanzadas (Nishikawa et al.,
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2002). Las células T CD8+ son s6lo parcialmente responsables de la proteccion frente a N.
caninum al contrario que en T. gondii donde las CD8+ juegan un papel esencial en la
proteccién (Tanaka et al., 2000b). En fases més avanzadas de la infeccion, las células CD4+
jugarian un papel mas importante que el IFN-y. Al principio de la interaccién, las células T
CD4+ activadas por el IFN-y originan una respuesta inmune de tipo Thl, activando a su
vez los linfocitos CD4 citotéxicos que se encargarian de destruir las células infectadas con
el pardsito. En un estudio reciente se muestra que los linfocitos T citotoxicos podrian
contribuir al control de la replicacién del parésito en pulmén durante la fase aguda de la
infeccion (Ritter et al., 2002). Finalmente, se ha sefialado que las células CD4+ y los
macréfagos desempefian un importante papel en la respuesta inmune mediada por IFN-y

(Nishikawa et al., 2001b).

El modelo murino gestante también se ha empleado para estudiar el papel que
juegan la citoquinas durante la gestacién en la infeccion por N. caninum. Asi Long &
Baszler (2000) demostraron que la modulacién de las citoquinas Th2 puede reducir la
frecuencia de transmisién vertical. Para ello inyectaron a ratonas gestantes anticuerpos
neutralizantes de la IL-4 y una dosis de taquizoitos, observando que la tasa de transmisiéon
vertical no disminufa. Sin embargo, cuando este mismo protocolo se efectué antes de la
gestacion repitiendo la inoculacién de taquizoitos durante la prefiez, la transmisiéon
vertical disminuyd. Este resultado se relacioné con niveles de IL-4 reducidos y de IFN-y

aumentados.

1.5.2.2. Respuesta inmune humoral

La respuesta humoral en el modelo murino parece ser importante en la resistencia a
la infecciéon por N. caninum. Asi los ratones deficientes en células B y, por tanto, sin la
capacidad de sintetizar anticuerpos, fueron mds receptivos a la infeccion que sus
parentales (Eperon et al., 1999). En el ratén, los isotipos IgG2a e IgG1 se han asociado con
un perfil de citoquinas de Thl (IL-12 e IFN-y) y Th2 (IL-4), respectivamente. En ratones
BALB/c y C57BL/6 se han detectado mayores niveles de IgG2a que de IgG1 en las fases
iniciales de la infeccién pero posteriormente se produjeron niveles parecidos de ambos

isotipos (Long et al., 1998).
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En el modelo murino gestante desarrollado por Quinn et al. (2002a), el perfil de la
respuesta humoral dependi6é del aislado, dosis y via de inoculacién utilizados. Por
ejemplo, los animales inoculados por via s.c. con 10¢ taquizoitos del aislado NC-SweB,
produjeron més IgGl, mientras que en las mismas condiciones pero con NC-Liv, se
observ6 una respuesta caracterizada por IgG2a. El isotipo IgG2a dominé cuando se utiliz6

la via i.p.

1.6. SINTOMATOLOGIA

1.6.1. En el ganado bovino

La manifestacion clinica mas importante de la infecciéon por N. caninum en el ganado
bovino es el aborto en vacas gestantes. Generalmente puede producirse en cualquier
época del afio presentdndose de forma esporddica, endémica o epidémica y tiene lugar
entre el tercer y noveno mes de gestacion, siendo més frecuente en torno a los 5-6 meses.
Los fetos que mueren pueden ser reabsorbidos, momificarse o estar autoliticos. Los fetos
abortados no suelen presentar lesiones macroscépicas caracteristicas y no hay retencion
de placenta. En determinadas circunstancias puede producirse la momificacién del feto
(hallazgo clinico caracteristico en los brotes de aborto por neosporosis) que es abortado o
bien retenido hasta el final de la gestacion. La placenta suele ser eliminada con el feto

abortado sin que exista retenciéon (Dubey & Lindsay, 1996).

Lo mas frecuente es el nacimiento de terneros vivos clinicamente sanos pero
cronicamente infectados y con altos titulos de anticuerpos precalostrales (Anderson et al.,
2000). Sin embargo, en terneros menores de 2 meses se han descrito ocasionalmente
sintomas neuro-musculares, apareciendo los primeros signos clinicos a los 4-5 dias
después del parto, aunque estos pueden retrasarse hasta transcurridas dos semanas. Los
sintomas que se han observado van desde incoordinacion ligera hasta paralisis completa,
debilidad y dificultad para levantarse. Los miembros anteriores o posteriores estdn
flexionados o hiperextendidos y el examen neurolégico revela ataxia, disminucién del
reflejo patelar y pérdida de coordinacién (Barr et al., 1991b; Barr et al., 1993). En ocasiones
hay exoftalmia, posicion asimétrica de los ojos, ceguera, deformaciones asociadas con la

lesiéon de las células nerviosas embrionarias, hidrocefalia, estrechamiento de la médula
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espinal (Dubey et al., 1990a; Barr et al., 1991b; Dubey & Lathunda 1993; Bryan et al., 1994;
Locatelli-Dittrich et al., 2003).

1.6.2. En el modelo murino

Como ya se ha indicado anteriormente, la presentacion de signos clinicos en el ratén
va a depender de multiples factores. En los animales que desarrollan una neosporosis
clinica podemos diferenciar dos fases con sintomatologia diferente. Durante la
neosporosis aguda en los primeros dias de la infeccién, los ratones muestran dificultad
respiratoria, inactividad con pérdida de apetito o erizamiento del pelo probablemente
debidos a un estado febril. Si la infeccion es muy grave pueden incluso morir. En la fase
crénica, los ratones pueden desarrollar sintomatologia nerviosa con debilidad y paralisis
del tercio posterior, torneo, ataxia, temblor de cabeza, torneo y marcha en circulos.
También se observa pérdida de peso, apatia y mortalidad (Lindsay & Dubey, 1989d,
1990b; Atkinson et al., 1999; Lindsay et al., 1995b; Eperon et el., 1999; McGuire et al.,
1997b; Gottstein et al., 2001).

1.7. LESIONES Y LOCALIZACION DEL PARASITO

1.7.1. En el ganado bovino

En el feto, la lesiones mas frecuentes se observan en el SNC, corazén e higado (Barr
et al., 1990, 1991a; Nietfeld et al., 1992; Dubey & Lindsay, 1996; Wouda et al., 1997a). La
lesion mads caracteristica de la infeccion por N. caninum afecta al SNC y es una
encefalomielitis no purulenta de distribucién multifocal. Esta lesion se caracteriza por la
presencia de uno o varios focos de necrosis que ocasionalmente, pueden presentar
hemorragias o dreas de mineralizacién (Boulton et al., 1995). Rodeando a estos focos se
localiza un infiltrado inflamatorio formado por macrofagos, linfocitos y células
plasmaticas asi como areas con gliosis, proliferacién de la microglia y de los astrocitos. Las
lesiones pueden afectar tanto a la sustancia blanca como a la gris y con frecuencia se
localizan préximas a vasos sanguineos, por lo que es frecuente apreciar manguitos

perivasculares de células mononucleares (Dubey & Lindsay, 1996; Gonzélez et al., 1999).
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En el corazén la alteracién tipica es una miocarditis o pericarditis de extension
variable, que puede ser focal o difusa. Estd constituida por macréfagos, linfocitos y en
menor numero células plasmaéticas, todas ellas localizadas entre las fibras musculares las
cuales pueden mostrar signos de degeneracion e incluso necrosis con posterior

calcificacion (Barr et al., 1990; Wouda et al., 1997a).

El higado presenta una hepatitis periportal o difusa no purulenta caracterizada por
una necrosis de los hepatocitos asociada a un infiltrado de macréfagos y linfocitos (Barr et

al., 1990; Wouda et al., 1996, 1997a).

Con menor frecuencia pueden detectarse infiltrados inflamatorios semejantes a los
descritos en otros 6rganos como el pulmoén, el rifién, el pancreas o la glandula adrenal. En
los ganglios linfaticos Gnicamente se observa una hiperplasia reactiva con presencia de

foliculos linfoides prominentes (Anderson et al., 1990; Dubey & Lindsay, 1996).

Las lesiones en la placenta consisten en focos de necrosis e hipertrofia o hiperplasia
del trofoblasto afectado. Como respuesta celular, se produce edema con acimulo de células
mononucleares en el mesénquima de las vellosidades. En procesos avanzados hay
regeneracién conjuntiva con fibrosis e incluso calcificacion de los focos necréticos (Barr et

al., 1994a; Maley et al., 2003).

En lo que se refiere a la localizaciéon del agente en el feto, N. caninum se ha
detectado principalmente en el SNC pudiéndose observar tanto taquizoitos como quistes
tisulares con bradizoitos (Dubey & Lindsay, 1996). Sin embargo, en la mayoria de las
ocasiones son necesarias secciones seriadas del tejido y la utilizaciéon de técnicas
inmunohistoquimicas o de PCR para poner de manifiesto la presencia del parésito. En el
SNC, N. caninum puede localizarse tanto en el neuropilo como en el interior del
citoplasma de las neuronas (Barr et al., 1991b; Bryan et al., 1994). Aunque con menos
frecuencia, la presencia del parasito se ha descrito en el corazén, donde los taquizoitos se
localizan en el interior de las fibras del miocardio (Wouda et al., 1997a; Morales et al.,
2001a) y también en el higado, en el interior de los hepatocitos (Wouda et al., 1997a). En
la musculatura esquelética es posible visualizar taquizoitos en el interior de las fibras

musculares (Barberdn et al., 1998) asi como quistes del parésito (Peters et al., 2001a). Su
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presencia en el resto de los 6rganos es més rara incluida la placenta (Dubey & Lindsay

1996; Boulton et al., 1995; Piergili et al., 2000; Bergeron et al., 2001a).

Los taquizoitos normalmente se localizan préximos a las zonas lesionadas, en los
margenes de las mismas (Anderson et al., 1990; Campero et al., 1998; Gonzalez et al., 1999;
Corbellini et al., 2002, De Meerschman et al., 2002), aunque también se han visualizado en
zonas no lesionadas (Hattel et al., 1998). En cuanto a los quistes lo més frecuente es su
observacion sin reaccién inflamatoria alrededor (Anderson et al., 1991; Bryan et al., 1994;
Otter et al., 1995), pero ocasionalmente, se ha observado la formacién de granulomas lo
que podria indicar la rotura del quiste y la reaccién inflamatoria del hospedador (Dubey

et al., 1990a; Morales et al., 2001a).

En los terneros congénitamente infectados, sin sintomatologia, la presencia de
lesiones es rara y se restringe principalmente al SNC. Las lesiones observadas son de
caracter leve consistentes en algtn nédulo glial o manguitos perivasculares. La deteccion
del parasito es también dificil y con frecuencia en forma de quistes tisulares (Ogino et al.,
1992; Barr et al., 1993; Piergili et al., 2000). En los terneros congénitamente infectados con
sintomatologia, las principales lesiones se van a localizar también en el SNC (Barr et al.,
1991b; Bryan et al, 1994). Microscépicamente, se aprecia una encefalomielitis no
purulenta con necrosis moderada y presencia de macréfagos, células de Gitter, linfocitos,
células plasméaticas y ocasionalmente eosindfilos. Del mismo modo, se observan
frecuentemente manguitos perivasculares, focos de gliosis, vacuolizacién del neuropilo y
la degeneracion walleriana de los axones con presencia de esferoides. Estos fendmenos de
tipo degenerativo e inflamatorio pueden localizarse también en las porciones
extramedulares de los nervios espinales. Diferentes partes de la musculatura pueden
presentar atrofia, que junto con algunas deformaciones de las extremidades, serian
consecuencia de las alteraciones nerviosas. En estos terneros lo mas comtun es la
observacion de taquizoitos tanto en el encéfalo o en la médula espinal como en el masculo
esquelético. La presencia de quistes es mas rara que en los terneros sin sintomatologia

(Dubey et al., 1992, 1998a; Dubey & Lahunta 1993).

En el bovino adulto, la presencia de lesiones se ha observado en contadas ocasiones.

En una vaca con historial de aborto por neosporosis se observaron dreas multifocales de
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manguitos perivasculares y nédulos gliales en el cerebro y mesencéfalo (Sawada et al.,
2000). El parasito no se detecté durante el examen histolégico pero se consiguié el
aislamiento del agente a partir del tejido nervioso. También ha sido posible la deteccién
en el SNC de N. caninum en vacas con infeccién natural y experimental utilizando la

técnica de PCR (Ho et al., 1997b)

1.7.2. En el modelo murino

Las lesiones observadas en las infecciones experimentales en el ratén son muy
similares a las mostradas en los bovinos. En la fase aguda de la infeccién, las lesiones que
se observan son principalmente en el pulmoén e higado (Baszler et al., 1999b), mientras que
en la fase cronica se presentan en el SNC (Lindsay et al., 1995b). En el cerebro es tipica una
meningoencefalitis no supurativa multifocal de distribucién variable con focos de necrosis
y presencia de macréfagos, células de Gitter, linfocitos, gliosis y manguitos
perivasculares. En el sistema nervioso periférico se ha citado la presencia de
gangliorradiculoneuritis incluyendo degeneracion axonal de los nervios espinales,
necrosis focal de las neuronas y células de Swann asi como desmineralizacién. En el
pulmoén es caracteristica la presencia de una neumonia intersticial con pequefios nédulos
de células linfoides, a veces asociados a los vasos sanguineos. En el higado se ha descrito
una hepatitis no supurativa con necrosis multifocal de los hepatocitos e infiltraciéon de
linfocitos. En el pédncreas, las lesiones que se han citado son una necrosis difusa de las
células acinares e infiltraciéon de células inflamatorias en el tejido conectivo pancreatico.
También se han observado, aunque con menos frecuencia, lesiones en las gldndulas
adrenales, musculo esquelético y ttero (Lindsay & Dubey, 1989d, 1990b; Lindsay et al.,
1995b; Atkinson et al., 1999; Dreier et al., 1999; Shibahara et al., 1999; Lundén et al., 2002).

La presencia del parasito en los diferentes 6rganos se ha detectado mediante
inmunohistoquimica y PCR. En las etapas iniciales de la infeccién, el parasito se ha
localizado en varios 6rganos, principalmente, en pulmén y en la fase crénica en cerebro.
En ratones BALB/c inoculados con 10¢ taquizoitos del aislado NC-1 se detect6 ADN del
parésito en corazén, higado, pulmén, rifién, bazo y cerebro desde el dia 4 al 8 PI. El
pulmoén y cerebro también fueron positivos hasta el ultimo dia del estudio (dia 10 PI)

(Nishikawa et al., 2001b). Mediante inmunohistoquimica, los taquizoitos también se han
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visualizado ocasionalmente en otros érganos como en el estémago, oviducto, musculo
esquelético, pancreas y diafragma (Lindsay & Dubey, 1989d, 1990b; Shibahara et al., 1999).
En cerebro, la presencia de N. caninum se ha podido detectar hasta el dia 463 PI (Dubey &
Lindsay, 1996). La observacién de quistes tisulares en el cerebro de ratones infectados
experimentalmente es poco frecuente, describiéndose su presencia a partir de la tercera
semana PI (Lindsay & Dubey, 1989d). Si bien, el modelo murino se ha utilizado para la

produccién de quistes tisulares (McGuire et al., 1997b).

1.8. DIAGNOSTICO

Dadas las caracteristicas de la enfermedad, el diagndstico de la neosporosis bovina
es dificultoso debido a la inexistencia de manifestaciones clinicas en los animales
infectados créonicamente y al escaso nimero de pardsitos presente en los fetos abortados
(Jenkins et al.,, 2002). La valoraciéon adecuada de los datos de la anamnesis y la
investigacion epidemiolégica asi como los datos obtenidos en el examen clinico de los
animales afectados pueden ayudar (Tabla 7), pero la confirmacién de la infeccién requiere

la asistencia de un laboratorio de diagnoéstico veterinario.

53



ANTECEDENTES

Tabla 7. Protocolo de estudio de un problema de abortos en una explotacién de vacas de leche

(Ferre et al., 2003).

1. Confirmar la magnitud del problema
» ¢(Ha aumentado la incidencia anual de abortos en la granja?
> ¢(Nos enfrentamos ante un brote de abortos?

2. Acudir a los registros de la explotacion
» Recoger datos de las vacas abortadas v de las no abortadas

N° de identificacién, n°® de lactacién, datos reproductivos y de partos, diagnéstico de
gestacion, inseminaciones, fechas de aborto, valor de la vaca, historial sanitario.
> Recoger datos sobre el manejo de la granja

Llegada de animales, historial de vacunaciones, instalaciéon y manejo de los parques,
manejo reproductivo, agrupamiento de animales, nutricién, sanidad, politica de desvieje.

3. Confeccionar una lista retrospectiva de los sucesos que hayan ocurrido en la granja hasta 3-
6 meses antes del comienzo del problema
> Llegada de nuevos animales, cambios en la nutricién, vacunaciones, enfermedades,
cambios en el manejo, calidad y cantidad de leche en tanque.

4. Procesar los datos
»  Relacionar los sucesos ocurridos en la granja y los resultados productivos de leche en
tanque con el comienzo de los problemas de aborto.

5. Realizar la comparacién de las vacas caso y control
» Comparar los historiales de las vacas que abortan con las gestantes que no abortan.En
el caso de la neosporosis bovina, Sager et al. (2001) realizan un estudio caso-control en
Suiza y Thurmond & Hietala (1995) ofrecen un enfoque epidemiolégico para el
diagndstico de la neosporosis en el rebafio.

6. Recoger muestras de las vacas del grupo de riesgo

> Recoger un nimero de muestras representativo (minimo 10 muestras de sangre).

En este apartado se contempla por separado el diagndstico de la infeccién en fetos

abortados y durante la vida postnatal.

1.8.1. Diagnostico en el ganado bovino durante la vida postnatal

La deteccion de la infeccién en los bovinos durante la vida postnatal se fundamenta
en la detecciéon de anticuerpos especificos en el suero frente a N. caninum mediante
técnicas serolégicas. Por otro lado, la transmisién congénita también se evaltia mediante la
determinacién de anticuerpos en el suero precalostral de terneros recién nacidos puesto
que en los bovinos no existe transferencia de anticuerpos de la madre al feto durante la

gestacion (Paré et al. 1996; Thurmond & Hietala, 1997a).

Las técnicas seroldgicas presentan una elevada sensibilidad y especificidad y hacen

posible el examen in vivo de los animales, no obstante, en el diagnéstico de la neosporosis
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bovina existen todavia discrepancias entre los diferentes laboratorios debidas a las
propiedades de la técnica empleada y a los diferentes puntos de corte utilizados.
Recientemente, se ha sugerido el empleo de dos puntos de corte distintos en las
reproductoras infectadas: uno para maxima sensibilidad, cuando la finalidad de la técnica
es investigar el estado serolégico de un animal antes de su entrada en un rebafio libre de
la infeccién por Neospora y otro para maxima especificidad, cuando se pretende evaluar la
presencia de la infeccién en una regién (Alvarez-Garcia et al., 2003). Por otra parte, la
sensibilidad y la especificidad de estas pruebas diagndsticas pueden variar por diversos
factores como la edad del animal o la fase de la infeccién. Asi, un resultado serolégico
positivo ayuda a identificar un animal adulto infectado, pero un resultado negativo no
descarta definitivamente la infeccién porque los anticuerpos séricos frente a N. caninum
pueden fluctuar con la edad y el estado de la gestacién (Pereira-Bueno et al., 2000;

Quintanilla-Gozalo et al., 2000).

Para detectar anticuerpos especificos frente a N. caninum se han desarrollado
diferentes pruebas serolégicas como la inmunofluorescencia indirecta (IFI),
enzimoinmunoanalisis (ELISA), western-blot (WB) e inmunoaglutinacién directa (DAT),

aunque las més utilizadas han sido la IFI y el ELISA.

1.8.1.1. IFI

La técnica de IFI fue la primera técnica serolégica aplicada a la neosporosis y se ha
utilizado en varias ocasiones como prueba de referencia. Utiliza como antigeno
taquizoitos cultivados en medio libre de suero o con suero equino, es especifica y no se
han detectado reacciones cruzadas con otros protozoos relacionados (Dubey & Lindsay,
1996). Sin embargo, tiene una serie de inconvenientes como el de poseer un cierto grado
de subjetividad en la interpretacién de los resultados y el requeririmiento de experiencia

previa (Bjorkman & Ugla, 1999).

Los puntos de corte empleados en la IFI varian entre los diferentes laboratorios. En
el ganado bovino adulto se han empleado puntos de corte que oscilan entre 1:200 (Schares

et al., 1998) y 1:640 (Conrad et al., 1993b).
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1.8.1.2. ELISA

La prueba de ELISA posee numerosas ventajas como son la sencillez, rapidez,
facilidad de interpretaciéon de los resultados, capacidad de automatizaciéon y bajo coste
econémico, ésto hace que sea la técnica més utilizada cuando se analizan un ndmero

elevado de muestras.

Se han desarrollado numerosas pruebas de ELISA para la deteccion
inmunoenzimaética de anticuerpos especificos frente a N. caninum y que utilizan distintos
tipos de antigenos. Los ELISAs convencionales emplean antigeno soluble de taquizoitos
(Paré et al., 1995; Bjorkman & Uggla, 1999) con alguna variante como el ELISA de
competiciéon, en el que se emplea un anticuerpo monoclonal que compite con los
anticuerpos especificos del suero problema, confiriendo una mayor especificidad con
respecto al ELISA indirecto tradicional. Baszler et al. (1996) desarrollaron un ELISA de
competicién para detectar anticuerpos especificos frente al parésito en el ganado bovino,
empleando un anticuerpo monoclonal (Mab 4A4-2) dirigido frente al antigeno de
superficie de 65 kDa. También se han empleado taquizoitos fijados con formalina
(Williams et al., 1997) o antigenos incluidos en ISCOM (Bjorkman et al.,, 1994). Las
primeras proteinas recombinantes empleadas como antigeno en el ELISA fueron las
proteinas de granulos densos NcGRA6 y NcGRA7 (Lally et al., 1996b; Jenkins et al., 1997).
Otros antigenos recombinantes utilizados son las proteinas de 20 y 29 kDa (N57 y Nb54,
respectivamente) (Louie et al., 1997), Nc-p43 (Ahn et al., 2003) y la forma recombinante de
los antigenos de superficie SAG1 (Howe et al.,, 2002) y SRS2 (Nishikawa et al., 2001f).
También se ha desarrollado un ELISA con el antigeno inmunodominante p-38 purificado

por afinidad (Schares et al., 2000).

En los ultimos tiempos, se han desarrollado diferentes ELISAs que permite
cuantificar la avidez de las IgG anti-N. caninum presentes en el suero de los animales
infectados y distinguir entre infecciones recientes y crénicas. El primer ELISA de avidez
desarrollado se basé en el empleo de particulas ISCOM (Bjorkman et al., 1999), utilizado
posteriormente por Jenkins et al. (2000) y McAllister et al. (2000) para estudiar la posible
relacion entre los abortos que presentaba el rebafio objeto del estudio y una infecciéon

reciente e investigar si las vacas con antecedentes de infecciéon por Neospora tenian una
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mayor probabilidad de presentar abortos o parir terneros congénitamente infectados.
Recientemente, Schares et al. (2002a) han desarrollado un ELISA de avidez basado en el
empleo de la proteina purificada por afinidad p-38, para diferenciar animales procedentes
de rebafios que presentan abortos epidémicos de animales que presentan abortos
endémicos. Por su parte, Sager et al. (2003) han demostrado mediante el empleo de un
ELISA de avidez, que si bien los bajos niveles de avidez pueden ayudar a predecir el

aborto, éstos no estdn necesariamente asociados a infecciones recientes.

Asimismo la prueba de ELISA se ha aplicado en la detecciéon de anticuerpos anti-N.
caninum en tanque de leche (Bjorkman et al., 1997; Chanlum et al., 2002; Schares et al.,

2003).

1.8.1.3. Western-blot

Mediante inmunoblot se han identificado antigenos inmunodominantes de 17,
29/30, 37 y 46 kDa y proteinas con un peso molecular de 25, 65 y 116 kDa en el suero de
bovinos infectados naturalmente (Baszler et al., 1996, Atkinson et al., 2000a, b, Sondgen et
al., 2001; Alvarez-Garcia et al., 2002). Sin embargo, el inmunoblot no se ha utilizado como
un método habitual de diagnoéstico sino como técnica confirmatoria de otras pruebas
serologicas (Atkinson et al., 2000a, b; Sondgen et al., 2001). Asi, el reconocimiento de tres o
cuatro antigenos inmunodominantes de 17, 29/30, 37 y 46 kDa por el suero de vacas
infectadas naturalmente se ha considerado como confirmacién de la infeccion (Schares et
al.,, 1998). Recientemente, se ha llevado a cabo un estudio donde se demuestra una
asociacion entre los titulos de anticuerpos IFI y el nimero de antigenos reconocidos por
WB, correspondiendo los mayores titulos de anticuerpos, asi como el ntmero de
antigenos reconocidos y la intensidad de reconocimiento de los antigenos
inmunodominantes, a las vacas abortadas, en comparacién con los fetos y los sementales.
La fracciéon antigénica de 17-18 kDa es el mejor marcador de la infeccion en las tres
poblaciones bovinas estudiadas, y esta directamente implicado en las fluctuaciones de los
titulos de anticuerpos que tienen lugar durante la gestacién en las reproductoras

infectadas que abortan (Alvarez-Garcia et al., 2002, Alvarez-Garcia, 2003).
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En el futuro, el conocimiento del patrén de reconocimiento especifico de taquizoitos
y bradizoitos podria ser muy ttil para distinguir entre las fases aguda y crénica de la

infeccién por N. caninum.
1.8.1.4. Aglutinacién directa
Se han normalizado las pruebas de aglutinaciéon directa cuyas ventajas son su
simplicidad y el no requerir anticuerpos secundarios especificos aunque sélo se puede

detectar IgG y la cantidad de antigeno que se necesita es elevada (Bjorkman & Ugla, 1999).

1.8.2. Diagnostico del aborto causado por N. caninum

En el diagnoéstico del aborto bovino causado por neosporosis, la historia clinica y
los datos epidemiolégicos pueden ser orientativos, pero el diagnostico definitivo precisa
del examen del feto en un laboratorio de diagnéstico equipado adecuadamente. En el
diagndstico  laboratorial ~se  realizan  diferentes exdamenes: histologia e
inmunohistoquimica, técnicas de PCR y serologia de la madre y del feto (Tabla 8). La
recogida de muestras para cada uno de los andlisis debe hacerse lo antes posible después
de producido el aborto. Lo idéneo es el envio al laboratorio del feto completo, si ésto no
fuera posible, las muestras a remitir serian el cerebro, corazén, higado y placenta, ya que
son las localizaciones mas frecuentes dénde se ha observado la presencia de lesiones y del
parésito (Dubey, 2003). Estas muestras deben ser recogidas para el examen histolégico e
inmunohistoquimico, fijandose en formol salino tamponado al 10% y almacenandose a
temperatura ambiente hasta su utilizaciéon. Las muestras destinadas para ser analizadas
mediante PCR deben recogerse con sumo cuidado para evitar cualquier contaminacion,
ya que este tipo de técnica es muy sensible y deben conservarse congeladas. Las muestras
de suero pueden obtenerse del fluido serosanguinolento acumulado en las cavidades

corporales fetales y pueden almacenarse a -20°C hasta su estudio.

La deteccion del parésito o de anticuerpos especificos en el feto no determina que N.
caninum sea la causa del aborto, ya que como ya se ha mencionado anteriormente, la
mayoria de las infecciones congénitas no conducen al fallo reproductivo. Por tanto, los

criterios diagndsticos para definir una infeccién fetal y el aborto asociado a N. caninum
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necesitan definirse y basarse no sélo en la demostracién de la infeccién fetal, sino también
como ya se ha sugerido (Anderson et al., 2000, Jenkins et al., 2002), en la extension e
intensidad de las lesiones en el feto, la edad fetal y el estatus serolégico de la neosporosis
en el rebafio. La escasa concordancia observada entre las técnicas diagndsticas, subraya la
necesidad de utilizar técnicas diferentes diagndsticas para aumentar la probabilidad de

detectar la infecciéon por N. caninum en el feto abortado (Pereira-Bueno et al., 2003).
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Tabla 8. Diagnoéstico del aborto causado por N. caninum en los bovinos (Ferre et al., 2003).

PROBLEMA VACA ABORTADA FETO ABORTADO
MUESTRAS - Suero - Suero - Organos (cerebro, corazén, higado, etc)
TECNICA - IFI, ELISA - IFI, ELISA, IB - Examen histopatolégico
RESULTADO Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
CONCLUSIONES | » Vacano » Exposicién a N. > No descarta la > Existe No se observan Existen lesiones compatibles
infectada caninum participacién de infecciéon | lesiones
¢Ha participado N. N. caninum fetal. compatibles Problema: sarcocystiosis y otras
Problema: caninum en el aborto?
cexiste - Falta de - Confirmar | - Confirmar Confirmar mediante la deteccion
fluctuacion de -Individual: ELISA de | inmunocompetencia | mediante mediante de N. caninum
anticuerpos? avidez (infeccion fetal histologia. | serologia maternal
aguda/crénica) - Intervalo de tiempo y fetal - IHQ: poco sensible, problemas
Problema: corto entre infecciéon con fetos autoliticos
;recrudescencia? y aborto - PCR: muy sensible y especifica,
- Rebario: la - Autolisis y eficaz con fetos autoliticos
seropositividad en degradacion de Ig -Aislamiento: lento y laborioso
vacas abortadas es
mayor que en vacas no
abortadas
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1.8.2.1. Serologia fetal y maternal

Para la detecciéon de anticuerpos frente a N. caninum en el suero o fluidos fetales se
han utilizado principalmente la prueba de IFI (Conrad et al., 1993b; Paré et al., 1995;
Slotved et al., 1999) o ELISA (Paré et al., 1995; Slotved et al., 1999). Estas técnicas han
presentado una baja sensibilidad (Jenkins et al., 2002) y se ha sugerido el empleo de la
técnica de western-blot para aumentar la sensibilidad del diagnoéstico (Sondgen et al.,
2001). En la serologia fetal, los puntos de corte mas aceptados varian desde 1:50 (Wouda
et al., 1997a) hasta 1:80 (Barr et al., 1995). Gonzalez et al. (1999) han sugerido el empleo de
diferentes puntos de corte en funcién de la edad gestacional del feto junto con conjugados

anti-IgM para optimizar al maximo el rendimiento de la técnica.

La deteccion de anticuerpos en el feto indica la existencia de una infeccién por el
parésito ya que no existe transmision transplacentaria de anticuerpos de la madre al feto.
Aun asf, los resultados negativos en los liquidos fetales no excluyen la infeccién debido a:
(i) la baja sensibilidad de la serologia fetal; (ii) la falta de inmunocompetencia fetal (fetos
de menos de cuatro meses); (iii) un intervalo de tiempo corto entre la infeccion y la muerte
fetal o (iv) la autolisis fetal que puede degradar las inmunoglobulinas y de esta manera
disminuir la cantidad de anticuerpos especificos (Barr et al., 1995; Reichel & Drake 1996;
Wouda et al., 1997b; Gottstein et al., 1998; Slotved et al., 1999; Sondgen et al., 2001). Por
otra parte, la deteccién de anticuerpos anti-N. caninum en los fluidos fetales no demuestra
que la infeccién haya causado la muerte fetal porque la mayoria de terneros con
anticuerpos precalostrales son clinicamente normales. Por ello, la serologia fetal no puede
usarse como Unica prueba diagnoéstica para diagnosticar el aborto por N. caninum en fetos

abortados, aunque si como resultado complementario para confirmar la infeccién.

La seropositividad de la madre no es prueba suficiente para atribuir el aborto a la
infeccion por N. caninum (Sager et al., 2001), aunque puede ser de gran ayuda a la hora de
predecir el riesgo de aborto (Quintanilla-Gozalo et al.,, 2000) sobre todo si el suero
materno se recoge inmediatamente después de la expulsiéon del feto. Por otra parte, la
comparacién de la prevalencia de la infeccién en las vacas que abortan y aquellas que no

lo hacen (Thurmond & Hietala, 1995b), nos puede ayudar a conocer si la neosporosis es
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causa del fallo reproductivo existente. Un resultado negativo descarta con una elevada
probabilidad al parésito como causa del aborto, ya que la mayor parte de las vacas que
abortan fetos infectados por N. caninum presentan titulos de anticuerpos elevados (Paré et
al., 1997; Quintanilla-Gozalo et al., 2000). Sin embargo, al igual que ocurre con la serologia
fetal, los resultados positivos y negativos en las reproductoras deben ser interpretados
con precaucion, especialmente si ha transcurrido un tiempo entre el aborto y la toma de
muestras ya que, generalmente, los titulos de anticuerpos disminuyen considerablemente
después de 2 meses de producirse el aborto (incluso hasta valores considerados negativos)

y aumentan de nuevo si se produce otra gestacion.

1.8.2.2. Examen histolégico

El principal método de diagnoéstico de la infeccion en fetos abortados se ha basado
en el examen histolégico de los tejidos fetales mediante la tincién con hematoxilina y
eosina. La observacién de lesiones compatibles, las tipicas de infecciones por protozoos
(encefalitis no supurativa, miocarditis, hepatitis, placentitis, etc.) (Barr et al, 1991a, Wouda
et al., 1997a), permiten emitir un diagnoéstico presuntivo de aborto por neosporosis. La
histologia se ha utilizado como técnica de referencia aunque es necesario siempre
confirmar la presencia del parésito ya que otros protozoos, como diversas especies del

género Sarcocystis, podrian causar lesiones similares (Jenkins et al., 2002).

1.8.2.3. Inmunohistoquimica

El método mas utilizado para la deteccién de N. caninum es la inmunohistoquimica
(Lindsay & Dubey, 1989b). En la practica habitual, se analizan por técnicas
inmunohistoquimicas los tejidos fetales que presentan “lesiones compatibles” en el
examen histol6gico con el fin de confirmar la presencia de restos de antigeno, taquizoitos
enteros o quistes con bradizoitos en los tejidos afectados. Sin embargo, la
inmunohistoquimica es una técnica poco sensible para detectar parasitos en el feto debido
a que existen en escaso nimero en los tejidos infectados y porque la demostracién de los
antigenos de Neospora mediante inmunohistoquimica depende del ntiimero de cortes
histolégicos realizados y del tiempo invertido en examinarlos (Wouda et al. 1997a; Boger

& Hattel 2003). Ademas, el estado frecuentemente autolitico de los fetos puede disminuir
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la precisiéon diagnoéstica. Esta falta de sensibilidad es una de las razones por las que la
inmunohistoquimica no ha sido considerada como una técnica ttil en el diagnoéstico de la

neosporosis fetal.

1.8.2.4. Deteccion de acidos nucleicos de N. caninum

La deteccién del ADN parasitario en los tejidos sospechosos mediante PCR, es una
de las opciones mas utilizadas en el diagndstico del aborto bovino en los tltimos afios.
Las razones de la amplia utilizaciéon de esta técnica son obvias y se sustentan en diversos
puntos, entre ellos: rapidez, tolerancia con la calidad de la muestra original, gasto
relativamente bajo y facilidad de realizaciéon en un laboratorio de diagnéstico. En
contraposicion, su utilizacién préactica no ha carecido de impedimentos como el riesgo de
falsos positivos debidos a contaminaciones o la necesidad de estandarizacién y calibraciéon

entre laboratorios.

En la practica, la técnica de PCR ha sido utilizada principalmente en el diagndstico
del aborto bovino, aunque también en estudios de patogenia, epidemioldgicos y en
estudios filogenéticos. En los dltimos afios se han desarrollado varios métodos de PCR
que utilizan diferentes secuencias diana del genoma del parasito (principalmente la regién
ITS1 y la secuencia Nc-5 de N. caninum) con diferentes modificaciones (PCR anidada o

semianidada), tratando de incrementar la sensibilidad y especificidad de la técnica.

1.8.2.4.1. PCR basada en la amplificacién del fragmento ITS1

Las secuencias de ITS1, ITS2 y 5.85 de N. caninum fueron descritas por Payne & Ellis
(1996), seleccionando el fragmento ITS1 para el desarrollo de pruebas de PCR especificas
de N. caninum, ya que esta regiéon mostraba s6lo un 80% de similitud con T. gondii. Las
secuencias diferentes entre N. caninum y T. gondii fueron utilizadas para el disefio de dos
cebadores especificos de N. caninum correspondientes a un fragmento de 279 pares de
bases (pb), no amplificindose este fragmento ni en T. gondii ni en 4 especies de Sarcocystis.
Esta PCR fue lo suficientemente sensible como para detectar 5 taquizoitos (Holmdahl &
Mattsson, 1996). En los dltimos afios, se han disefiado varias pruebas de PCR basadas en

esta region con diferentes modificaciones como una PCR anidada que ha sido empleada
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en un estudio de patogenia en ovejas (Buxton et al., 1998) y en el diagndstico de abortos
bovinos (Schock et al., 2000). Esta misma PCR se aplicé para diagnosticar la infeccién por
el parasito en fetos bovinos en la zona norte de Espafia, obteniéndose resultados positivos
en el 153% (9/59) (Pereira-Bueno et al., 2003). Otra PCR anidada, basada en la
amplificacion del fragmento ITS1 en un solo tubo, ha sido usada con éxito para el
diagnoéstico conjunto de N. caninum y T. gondii, analizando los cerebros en formol y en
parafina de fetos bovinos positivos a la infeccién por inmunohistoquimica e IFI y de un
perro con neosporosis. Los cebadores usados amplificaban un fragmento de 147 pb

pudiendo detectarse hasta 10 fg de ADN gendémico de N. caninum (Ellis et al., 1999b).

1.8.2.4.2. PCR basada en la secuencia Nc-5

Descrita por Kaufmann et al. (1996), esta secuencia pertenece al genoma de N.
caninum y no se encuentra en otro grupo taxonémico. La primera PCR que se disefié sobre
esta region amplificaba un fragmento de 944 pb especifico de N. caninum detectando hasta
100 pg de genoma del parasito. Con el objetivo de aumentar la sensibilidad de esta PCR,
Yamage et al. (1996) realizaron diversas combinaciones de cebadores; entre las 19
utilizadas, los pares Np21/Np6, Np21/Np4 y Np7/Np6 resultaron ser especificos de
Neospora, obteniéndose un umbral de deteccion de 10 pg de genoma del parasito y el par
Np21/Npb6 fue capaz de detectar 1 sélo taquizoito en 2 mg de muestra de tejido cerebral
de raton. En este caso, la longitud del fragmento resultante fue de 328 pb. Para optimizar
el uso de la PCR en el diagndstico de rutina, se ha introducido el sistema UDG (“uracil
DNA glycosidase”) que elimina potenciales contaminaciones procedentes de fragmentos
amplificados en reacciones previas, y el DIA (“DNA-hybridisation immunoassay”) que
facilita la lectura de los resultados mediante la utilizacién de una sonda fluorescente de
captura especifica de Neospora (Miiller et al., 1996). Los cebadores Np2lplus/Np6plus
amplifican un fragmento de 337 pb (Miiller et al.,, 1996) y han sido empleados en la
deteccion del parasito en fetos bovinos abortados (Gottstein et al., 1998; Pitel et al., 2001a;

Sager et al., 2001; Sondgen et al., 2001).
Finalmente, una PCR semianidada que utiliza como cebadores Np4/Np7 y

Np6/Np7 amplificando un fragmento de 275 pb de la regiéon Nc-5 de N. caninum, se ha
empleado sobre tejidos de 61 fetos bovinos abortados. El ADN fue obtenido de diferentes
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tejidos frescos o congelados y fijados en formol y en parafina. Primeramente, los fetos se
analizaron por histologia e inmunohistoquimica, agrupandose en 3 grupos: positivos a las
dos técnicas, positivo a la primera pero negativo a la inmunohistoquimica y negativo
frente a ambas. Al procesarlos por PCR se concluy6 que la probabilidad de detectar el
parésito era mayor en aquellos tejidos sometidos a fijacién quimica y en las zonas
lesionadas. La PCR fue mas sensible comparada con la inmunohistoquimica y deberia
emplearse conjuntamente con la histologia para confirmar el diagnoéstico de la infecciéon
(Baszler et al., 1999a). Posteriormente esta PCR semianidada se ha utilizado en estudios de

aborto bovino por neosporosis en Corea (Kim et al., 2002a).

Asimismo, la region Nc-5 también se ha utilizado en la deteccion del parésito en
infecciones experimentales en ratones. Yamage et al. (1996) probaron los cebadores
Np21/Np6 en los cerebros de ratones infectados experimentalmente y posteriormente los
cebadores Np2lplus/Npé6plus se han usado para estudiar la transmision vertical de N.
caninum en ratones (Liddell et al., 1999b) y en estudios de distribucién (Eperon et al., 1999;
Nishikawa et al., 2001b, d). Por altimo, una PCR cuantitativa-competitiva (QC-PCR) con
los cebadores Np21/Np6 se ha empleado para estudiar los niveles de parésitos en el
cerebro y pulmones de crias de ratonas infectadas experimentalmente con N. caninum
(Liddell et el., 1999a) y una PCR cuantitativa en tiempo real para estudiar la proliferacion

de N. caninum en cultivo celular (Miiller et al., 2002).

1.8.2.4.3. PCR basada en el gen que codifica la proteina 14-3-3

Este gen codifica la sintesis de una proteina de eucariotas altamente conservadas a
lo largo de la evolucién. Se emple6 para el disefio de una PCR anidada amplificindose un
segmento de 614 pb y detectando 5000 parésitos por gramo de tejido cerebral (25
taquizoitos por cada 5mg de tejido cerebral) (Lally et al., 1996a). Sin embargo esta PCR no

se ha aplicado ni en estudios de patogenia ni en el diagnostico del aborto bovino

1.8.2.4.4. PCR basada en el gen nss-ARNTr de los Apicomplexa

Esta PCR utiliza como cebadores los fragmentos COC-1 y COC-2 amplificando un

producto de 294 pb. Para detectar N. caninum y diferenciarlo de otros apicomplexa, se
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disefid una sonda especifica de N. caninum obteniéndose un umbral de deteccion de 1
taquizoito (Ho et al., 1996, 1997a, b). Este sistema se ha aplicado en estudios de patogenia

y distribucion del parasito en infecciones experimentales en vacas (Ho et al., 1997b).

1.8.2.5. Aislamiento

El aislamiento del parasito se realiza mediante la inoculacién de tejidos o fluidos
fetales en cultivo celular o en ratones. El inconveniente del aislamiento del parasito es que
no es una técnica facil y su éxito depende del namero de parasitos presentes y grado de
autolisis de las muestras (Conrad et al., 1993a). En principio, debe ser descartada como
técnica rutinaria de diagnostico ya que el porcentaje de aislamientos a partir de fetos
bovinos con neosporosis confirmada histolégicamente no supera el 2%. Los resultados
mejoran cuando el aislamiento se realiza primero en ratones atimicos o defectivos en IFN-
Y y posteriormente se realiza la inoculacion de los tejidos o fluidos del raton infectado en

cultivo celular.

1.8.3. Diagnéstico diferencial

Los abortos constituyen una de las mayores pérdidas econémicas de la industria del
ganado vacuno y la neosporosis bovina es s6lo una mas de las causas que deben
contemplarse en el diagnético de los abortos bovinos. La etiologia del aborto sélo se

consigue diagnosticar en el 20-50% de los casos.

Entre las causas productoras de mortalidad embrionaria y aborto, las de etiologia
transmisible suponen mas del 90% del total diagnosticadas. Entre los agentes de etiologia
virica destacan dos enfermedades: la rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) y la diarrea
virica bovina (BVD). Entre los de etiologia bacteriana: Brucella sp., Actinomyces pyogenes,
Campylobacter foetus veneralis, Salmonella sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Streptococcus sp.,
Staphylococcus sp. y E.coli. También la listeriosis y el aborto micético suponen un
porcentaje importante de los abortos en algunas zonas. En aquellas areas donde se
mantenga la monta natural (muchas de las zonas de cria extensiva de ganado vacuno en
nuestro pais), es necesario incluir en el diagnéstico dos agentes etioldgicos de transmision

venérea como son: Tritrichomonas foetus y Campylobacter foetus var. venerealis.
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Por dltimo, en el diagnostico diferencial del aborto, aunque su demostracién es mas
dificil, no hay que excluir aquellas causas de origen fisico (traumatismo, estrés, transporte,
condiciones ambientales, etc.); genético (anormalidades cromosémicas, mutaciones,
factores hereditarios, etc.); toxico (plantas, medicamentos, compuestos quimicos,
micotoxinas, etc.); o nutricional (déficits de vitaminas o minerales, exceso de proteina y

nitrégeno no proteico, etc.).

1.9. PREVENCION Y CONTROL

En general, la neosporosis se presenta como una causa mas de aborto y el control
debe ir encaminado, fundamentalmente, a reducir la prevalencia de la infeccion en las
explotaciones con brotes declarados y a prevenir su propagacién a otras evitando tanto la
transmisiéon horizontal como la vertical. Las medidas de control de la infecciéon en un

futuro deberan incluir ademas el tratamiento quimico y la inmunoprofilaxis.

1.9.1. Tratamiento terapéutico

Para que un farmaco fuese eficaz en el tratamiento de la neosporosis tendria que ser
activo frente al parésito siendo capaz de distribuirse sistémicamente y de atravesar la
barrera placentaria. Reichel & Ellis (2002) han sugerido que el tratamiento quimico de
reproductoras gestantes podria ser de utilidad para prevenir la reactivacion de la
infeccion durante la gestacion y consecuentemente el aborto o el nacimiento de terneros
congénitamente infectados. Sin embargo, los elevados costes de un posible tratamiento, la
aparicion de posibles resistencias y los residuos en carne o leche limitan la quimioterapia

como medida de control.

La mayoria de los ensayos farmacolégicos se han realizado en cultivo celular,
probandose la eficacia frente a taquizoitos de la mayoria de las sulfonamidas
(sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfameracina, sulfametacina, sulfaquinoxalina y el
sulfatiazol), los inhibidores de la dihidrofolato reductasa/timidilato sintetasa -DHFR/TS-
(diaveridina, metotrexato, ormitoprim, pirimetamina y trimetoprim), los antibiéticos
ionodforos (lasalocid, maduramicina, monensina, narasin y salinomicina), los macrélidos

(azitromicina, claritromicina y eritromicina), las tetraciclinas (doxiciclina y minociclina) y

67



ANTECEDENTES

las lincosamidas (clindamicina en sales cloruro y fosfato y la lincomicina hidrocloruro)
(Lindsay & Dubey, 1989a; Lindsay et al., 1994). Otros anticoccidiésicos como el arprinocid,
la nitrofurazona, la robenidina, el decoquinato y el diclazuril también presentan actividad
frente a los taquizoitos en cultivos celulares (Lindsay et al., 1997). Sin embargo, algunos
tan eficaces frente a la toxoplasmosis como el amprolio, el metronidazol y Ia
paramomicina no lo son frente a los taquizoitos de Neospora. El decoquinato,
anticoccididsico con buenos resultados frente a la infeccion por Eimeria en vacuno, es
eficaz frente a los taquizoitos de Neospora a las dosis coccidiocidas pero no tiene eficacia
frente a las fases extracelulares. Recientemente se han probado in vitro productos
naturales como la artemisinin (una hierba china) que inhibia la replicacién intracelular de
los taquizoitos (Kim et al., 2002) y el depudecin (aislado de la Altermaria brassicicola) que
también ha mostrado tener una actividad anti-protozoaria (Kwon et al., 2003) al igual que

otros extractos de hierbas como Torilis japdnica y Sophora flavescens (Youn et al., 2003).

Los ensayos de eficacia farmacolégicos in vivo son muy limitados. En la actualidad,
s6lo se ha probado el toltrazuril y el ponazuril en el modelo murino (Gottstein et al., 2001)
obteniéndose buenos resultados. De acuerdo con estas observaciones obtenidas en el
ratén, se empled el ponazuril en un modelo experimental con terneros (Kritzner et al.,

2002) no detectandose el parasito en ninguno de los animales tratados.

1.9.2. Inmunoprofilaxis

Las investigaciones llevadas a cabo en los tltimos afios para la elaboraciéon de una
vacuna frente a N. caninum han incluido la evaluacién de vacunas muertas, vivas o de
subunidades casi siempre en el modelo murino y con resultados variables. En este
sentido, Liddell et al. (1999c) vacunaron ratonas BALB/c con extracto completo de
taquizoitos mezclado con el adyuvante InmuMZXSR™ (Zonagen Inc., TX, USA) antes de
la cubricién, obteniéndose una proteccion eficaz frente a la transmisiéon vertical. Sin
embargo, no existen a fecha de hoy resultados sobre su eficacia en ganado bovino. Estos
resultados contrastan con los obtenidos por Baszler et al. (2000) donde la vacunacién con
antigeno soluble utilizando adyuvante completo de Freund, exacerb6 la sintomatologia
nerviosa y originé una inadecuada respuesta inmune. Adrianarivo et al. (1999) vacunaron

al ganado bovino con taquizoitos muertos emulsionados con cuatro adyuvantes diferentes
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(Havlogen, Polygen, Montanide ISA 773 y una mezcla de Havlogen y Bay R-1005),
detectdndose una ligera respuesta inmune de base celular con el adyuvante Polygen. Sin
embargo, cuando se inocularon reproductoras gestantes no se logré evitar la infeccion
fetal (Adrianarivo et al., 2000). Lundén et al. (2002) inmunizaron ratones BALB/c con una
dosis baja de taquizoitos, antigenos incluidos en ISCOMS o extracto soluble de taquizoitos
mezclado con Quil A o con PBS, observandose menos lesiones en el cerebro en los grupos
inmunizados con ISCOMS o Quil A. Actualmente la tinica vacuna frente a N. caninum se
ha registrado en los Estados Unidos y corresponde a una vacuna inactivada, NeoGuard™,
que parece no conferir un alto nivel de proteccién en vacas gestantes frente al aborto

(Andrianarivo et al., 2000).

En lo que respecta al empleo vacunal de taquizoitos vivos, aislados menos
virulentos (Atkinson et al., 1999) o mutantes sensibles a la temperatura (Lindsay et al.,
1999b) se han empleado en ensayos de vacunacién en ratones con el objetivo de estimular
una respuesta inmune protectora frente a una infeccién letal por N. caninum, obteniendo
resultados prometedores pero no definitivos, aunque presentando el problema de originar
animales persistentemente infectados. En la actualidad, las investigaciones se estan
dirigiendo hacia el disefio de vacunas empleando diversos antigenos recombinantes. En
este sentido, se ha utilizado con éxito el vector herpesvirus para expresar NcSRS2, una
proteina de la superficie del taquizoito, e inmunizar a perros (Nishikawa et al., 2000)
observandose una remisiéon de la infeccion. También se ha utilizado el virus “vaccine”
para clonar los antigenos NcSRS2 y NcSAGI previniendo con éxito en ratonas la
transmisién vertical (Nishikawa et al., 2001e). Sin embargo, todavia es dificil pronosticar
sobre su eficacia y seguridad por los escasos trabajos de los que se dispone. Cannas et al.
(2003b) vacunaron ratones con las proteinas recombinantes NcSAG1 o NcSRS2, o una
combinaciéon de las dos y con vacunas ADN de ambas proteinas. Los resultados mas
satisfactorios se observaron con la vacuna ADN de NcSAGI y un recuerdo con la misma
proteina recombinante NcSAG1. La vacunacion con la proteina recombinante NcMIC3 en
el modelo murino también ha mostrado ser eficaz en relacion con el establecimiento de la

infeccion en el SNC (Cannas et al., 2003a).
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1.9.3. Medidas higiénico-sanitarias

Debido a la inexistencia de un tratamiento y vacunacién eficaz frente a la
neosporosis bovina, los esfuerzos para el control de la infeccién deben dirigirse por tanto,
a la instauracion de medidas higiénico-sanitarias con el fin de evitar la propagacién de la
infeccién y reducir el nivel de infeccion. Teniendo en cuenta el ciclo biolégico del parasito
y sus posibles vias de transmisién, las practicas de manejo a instaurar se han dividido en

funcion de la transmision vertical u horizontal.

1.9.3.1. Control de la transmision vertical

En la actualidad la dnica medida para controlar la infecciéon congénita va
encaminada a reducir el efectivo infectado mediante el desecho y reposicién selectivas
(Thurmond & Hietala, 1995; French et al., 1999; Jensen et al., 1999). Inicialmente se
recomienda estudiar la tasa de aborto presente en el rebafo; si es superior a los niveles
admitidos (en torno al 3-10%) (Forar et al., 1995) se deberia diagnosticar la etiologia del
mismo. Las medidas de control deben plantearse a nivel de rebafo y siempre en funcién
de la tasa de seroprevalencia y aborto. La eliminacion de las vacas seropositivas puede ser
la medida més adecuada si la seroprevalencia es baja, pero si ésta es elevada es muy
probable que las medidas a considerar no puedan ser tan drésticas y debamos actuar
siguiendo pautas mas conservadoras. En los animales seropositivos podemos encontrar, al
menos, dos tipos de manifestaciones que influiran en la decisiéon a tomar: (i) vacas con
aborto o aborto repetido, las cuales se deben considerar como causa de desecho; y (ii)
vacas seropositivas sin antecedentes de aborto. Es posible que estos animales acttien como
portadores de la infeccién, por tanto, se debe evitar utilizar su descendencia para
reposicion. Si la vaca es de alto valor genético y se desea conservar su descendencia, se
recomienda realizar una serologia precalostral y dejar para reposiciéon solo las crias
negativas. También se ha sugerido que la transferencia de embriones de vacas
seropositivas de alto valor genético a receptoras seronegativas, es una medida de control
atil (Baillargeon et al., 2001; Landmann et al., 2002). Independientemente de lo expuesto,

no se puede excluir que la vaca aborte, si ésto ocurre se pasaria a la categoria anterior.
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1.9.3.2. Control de la transmision horizontal

El riesgo de transmision horizontal en el ganado bovino es poco conocido y
presumiblemente muy escaso, razones por las que se conoce poco sobre las posibles
medidas a tomar y la eficacia de las mismas. Teniendo ésto en cuenta, se tomarian sobre
todo medidas higiénicas con objeto de evitar la infeccion de los animales seronegativos y
encaminadas a reducir la posible contaminacién ambiental por las diferentes fases del
parésito como: (i) eliminar los fetos, fluidos y placentas, vacas y terneros muertos,
evitando que puedan ser ingeridos por los perros, lamidos por la hembra abortada o
entrar en contacto con otras vacas; (ii) evitar la exposicion del efectivo, del alimento
(pienso, agua) y la cama a las heces de perros, manteniendo los alimentos en lugares
cerrados o silos, protegiendo el forraje mediante empaquetado, etc; y (iii) controlar la

poblacién de perros y roedores principalmente en los establos.
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En el estudio de la patogenia como en sus posibles implicaciones diagndsticas, un
punto importante a tener en cuenta, es la metodologia utilizada, siendo necesaria en la
mayoria de los casos la utilizaciéon de mas de una técnica diagnéstica para la confirmaciéon
de la infeccién. El diagnostico de la infeccién en fetos abortados, se ha basado en el
examen histol6gico de los tejidos fetales mediante la tinciéon con hematoxilina y eosina y
la observacion de lesiones compatibles, tipicas de las infecciones por protozoos,
combinado frecuentemente con la serologia maternal o fetal permitiendo asi emitir un
diagnoéstico presuntivo de aborto por neosporosis. La localizaciéon e identificaciéon del
parasito se lleva a cabo mediante técnicas inmunohistoquimicas. Los inconvenientes de
estas técnicas son varios: lesiones no patognomonicas, baja sensibilidad por el reducido
numero de parésitos presentes en los tejidos, dificil localizacién e identificaciéon de los
taquizoitos por el estado de los fetos (macerados, momificados, autoliticos, etc.) que
imposibilitan muchas veces su procesado, todo ello unido a una gran laboriosidad y
lentitud en su procesado. Alternativamente en los ultimos afios se han desarrollado
diversas técnicas de PCR que han sido de gran utilidad en el diagnoéstico de la infecciéon
en fetos bovinos abortados. Las ventajas de esta técnica son su elevada especificidad y
sensibilidad y la capacidad de amplificar pequenas cantidades de ADN del parasito en
una gran variedad de tejidos. Ademas, la PCR permite la amplificacién de fragmentos de
ADN tan reducidos como los que en la practica se obtienen de muestras clinicas
autoliticas o sometidas a fijaciéon quimica. De esta forma el desarrollo de una metodologia
basada en la PCR que permita la cuantificacién del parasito en los diferentes tejidos del
hospedador seria un instrumento ttil en el estudio de la patogenia y distribucién de N.

caninum en los diversos tejidos del hospedador.

En la actualidad, el conocimiento sobre la patogenia de N. caninum es muy limitado,
siendo de gran ayuda la utilizacién de modelos experimentales para el estudio de la
infeccion por N. caninum. Se han realizado infecciones experimentales en la especie
bovina, sin embargo existen todavia dificultades para la reproduccion experimental de la
enfermedad debido a la importancia de la transmision vertical y al desconocimiento de los
factores que determinan el desenlace de la infeccion. En este sentido, el desarrollo de un
modelo murino experimental seria una herramienta util para el estudio de los diferentes
aspectos de la infecciéon. A nuestro entender, la utilizacién de un modelo murino, en vez

del modelo natural (ganado bovino) queda justificada en primer lugar, por la ausencia de
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un modelo definido de la infeccién en la especie bovina, y en segundo lugar por su
facilidad de manejo y estudio: tamafio pequefo, coste econémico, disponibilidad de
reactivos, y principios de ética animal. Sin embargo son muchos los factores que parecen
influir en la receptividad del ratén a la infeccion, siendo necesaria la caracterizacion de

este modelo animal.

En los fetos bovinos abortados, los 6rganos afectados, por frecuencia de aparicion,
son el Sistema Nervioso Central, el corazén y el higado. El cerebro es el 6rgano donde se
ha detectado una mayor cantidad de taquizoitos y quistes tisulares, aunque también se
han sefialado casos en los que no se han detectado parasitos en el cerebro y si en otros
6rganos (Anderson et al., 1991; De Meerscham et al., 2002). Sin embargo, no se ha descrito
un modelo definido en relacién con la gravedad de las lesiones, la distribucién del
parésito y la carga parasitaria presente en cada 6rgano y su posible relacién con la edad
fetal. Por otra parte, tampoco se ha observado una correlacién clara entre la presencia del
parésito y la gravedad de las lesiones, normalmente los taquizoitos se localizan en focos
de necrosis aunque estudios recientes no han detectado la presencia de taquizoitos en
cerebros fetales con lesiones histolégicas compatibles con la infecciéon (Venturini et al.,

1999; Sager et al., 2001).

En funcién de lo anteriormente expuesto, en el presente estudio de tesis doctoral se
han planteado por una parte, el desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico mas
sensibles y especificas capaces de detectar y cuantificar pequefias cantidades de ADN del
parésito en los tejidos, y por otra, el estudio de la patogenia del pardsito en un modelo
murino experimental y en fetos bovinos abortados aplicando para ello la técnica

anteriormente desarrollada.

El primer objetivo comprendi6 el desarrollo de una PCR cuantitativa en tiempo
real para la deteccion y cuantificacion de N. caninum aplicada al estudio de la patogenia
de la infecciéon. Un método similar fue desarrollado para la cuantificacion del ADN del
hospedador con el fin de poder comparar la carga parasitaria en diferentes muestras,
6rganos, hospedadores y corregir la presencia de potenciales inhibidores de la PCR en las

muestras. Como sistemas de cuantificacion de la PCR en tiempo real se probaron el
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método SYBR Green I™ y las sondas TagMan™, seleccionandose el sistema mas sensible

y adecuado para la cuantificacién de N. caninum en tejidos infectados.
El segundo objetivo que se plante6 fue el desarrollo de un modelo murino
experimental para el estudio de la patogenia de la infeccion por N. caninum. Para su

cumplimiento se propusieron dos subobjetivos:

Subobjetivo 2.1.: Estudio de los factores que afectan al desarrollo de la infeccién

croénica por N. caninum en el modelo murino. En este subobjetivo se desarrollé un modelo

murino experimental para el estudio de la infeccion por N. caninum. Para ello, se
determiné la influencia de la estirpe murina, pautas de inmunodepresién, vias de
inoculacion y dosis infectivas sobre la respuesta inmune del hospedador, gravedad de las
lesiones, carga parasitaria en cerebro, asi como la asociacién entre gravedad de la lesién y

carga parasitaria en cerebro.

Una vez establecidos los factores mas adecuados para la reproducciéon de la

infeccion por el parasito en el modelo murino, se plante6 el siguiente subobjetivo.

Subobjetivo 2.2.: Estudio de la parasitemia y distribucién orgénica durante la

infeccién aguda y crénica de N. caninum en el modelo murino. Se investigo la parasitemia,

distribucién-cuatificacion orgénica del parasito, respuesta inmune del hospedador y las

variaciones existentes en funcién del aislado utilizado.

Finalmente, el tercer objetivo fue el estudio de la patogenia de la infeccion en el
feto bovino investigando la relacion distribucién-carga parasitaria y el cuadro lesional
en fetos bovinos abortados. En este altimo objetivo se investigd en el modelo natural de
la infeccién la presencia del parésito en los principales érganos y tejidos fetales, asi como
la relacién con el desarrollo de lesiones, siempre en relacién con las variables siguientes:
edad fetal (primer, segundo y tercer periodo de gestaciéon); y caracteristicas

epidemioldgicas del aborto (esporadico, endémico o epidémico).
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3.1. MANTENIMIENTO Y PURIFICACION DE TAQUIZOITOS DE N. caninum:

En este estudio se utilizaron los siguientes aislados: NC-1 obtenido en 1988 (Dubey
et al., 1988a) a partir del cerebro de un perro en los EE.UU. y NC-Liv aislado de un perro
en el Reino Unido (Barber et el., 1993). Dichos aislados fueron cedidos por la Dra. E.A.
Innes (Moredun Research Institute, Edimburgo, Reino Unido) y la Dra. D. J. L. Williams

(Liverpool School of Tropical Medicine, Reino Unido), respectivamente.

Los taquizoitos de N. caninum (NC-1 y NC-Liv) se mantuvieron mediante pases en
cultivos celulares de las lineas Vero y Marc-145. La linea celular Vero procede de células
tipo fibroblasto de rifion de mono verde africano adulto y la Marc-145 procede de un clon
de la linea MA-104 originada de células epiteliales de rifion de feto de mono verde

africano (Kim et al., 1993).

3.1.1. Crecimiento y conservacion de las lineas celulares

Para el crecimiento de las lineas celulares se emplearon diferentes medios en
funcién de su posterior utilizacién. Para el mantenimiento de las células se utiliz6 el
medio HAM-10 (Gibco-BRL) al que se afadieron los siguientes componentes en
condiciones de esterilidad: Ultrosserg al 2% (Gibco-BRL), HEPES (Gibco-BRL),
penicilina/estreptomicina (100 U.L./pl, 100 pg/ml) (Gibco-BRL) y suero fetal bovino (FBS)
al 20% (Gibco-BRL). Para el mantenimiento y multiplicacién de los taquizoitos de N.
caninum se emple6 Medio Minimo Esencial (MEM) (Sigma), el cual fue reconstituido con
agua desmineralizada y desionizada (sistema Milli Q de Millipore). Posteriormente se
afiadi6 penicilina/estreptomicina (100 U.L./ul, 100 pg/ml), suero equino inactivado (SHI)
al 2-5% (Sigma) y bicarbonato soédico (2,2 g/L) (Sigma) y se esteriliz6 mediante un sistema

de filtracion (filtros Steritop GP de 0,22 um, Millipore).

El mantenimiento de las lineas celulares Vero y Marc-145 se realiz6 mediante pases
seriados en cabina de flujo laminar vertical (Telstar, mod. AV-100) dos veces por semana.
Para ello se sembraron 7 x 105 y 2 x 106 células en frascos de cultivo de 25 y 75 cm?,
respectivamente (TPP). Cuando las células estaban confluentes se lavaron con PBS, y se

separaron por tripsinizaciéon (solucién de tripsina 200 mg/1 y EDTA 500 mg/1, Sigma)
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resuspendiéndose en un volumen adecuado de medio de cultivo, con incubacién
posterior (Forma Scientific) a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO.. El nimero y viabilidad
de las células se determiné mediante dilucién 1:2 en Tripadn azul (Merck) al 0,05%. La
viabilidad se evalué mediante la captacion selectiva de este colorante por las células con la
membrana celular alterada y el recuento se realiz6 en un hemocitémetro (Neubauer

mejorado, Brand).

Las células se criopreservaron en tubos estériles de 2 ml, resuspendiéndose para ello
en medio de cultivo con dimetilsulfé6xido (DMSO, Sigma) al 10% como crioprotector, a
una concentracion final de 107 células/vial. Tras 24 horas a -80°C se conservaron en
tanques de nitrégeno liquido (-196°C) (Air Liquide, mod. Arpege 40). Para descongelar las
células, el contenido del vial se atemperd a 37°C, se mezclé lentamente con 20 ml de
medio HAM-10 y se centrifugo (600 x g, 5 minutos) para eliminar el DMSO. El sedimento

se afladi6 al frasco de cultivo junto con medio HAM-10.

3.1.2. Crecimiento y conservacion de los taquizoitos de N. caninum

Los aislados NC-1 y NC-Liv fueron mantenidos en el laboratorio mediante pases
seriados en las lineas celulares Vero y Marc-145 a 37°C en una atmosfera con un 5% de
CO». El dia anterior a la infeccién del cultivo celular con taquizoitos de N. caninum se
sembraron las células (2 x 10¢ células/frasco de 75 cm?) utilizando medio de cultivo MEM
con 2% de SHI. A las 24 horas, se afiadieron 4 x 10¢ taquizoitos de N. caninum a cada frasco
de 75 cm?. Los taquizoitos se recogieron cuando al menos el 80% del tapiz celular estaba
destruido (3-4 dias después de la infeccién). El pase de células asi como la recogida del
parésito se realizé dos veces a la semana. El sobrenadante de los frascos de cultivo se
recogié con pipetas estériles (Biotech) y, en algunos casos, se utilizaron previamente
raspadores de plastico (Nunc) para despegar los restos de tapiz celular con taquizoitos en
su interior. La viabilidad de los taquizoitos se evalué mediante la captacion selectiva del

colorante tripan azul y para su recuento se emple6 una cdmara de Nebauer.
Los pases mds bajos de cada uno de los aislados fueron criopreservados en

Nitrogeno liquido hasta su utilizacion (NC-1 pase 39; NC-Liv pase 15). Para ello, el

sobrenadante del cultivo celular se centrifugé a 600 x g durante 15 minutos, evaluandose

78



MATERIAL Y METODOS

después el ntmero y la viabilidad de los taquizoitos. El sedimento fue resuspendido en
una mezcla de medio MEM (50%) y SHI (40%) y la suspension se distribuy6 en viales de
congelacion de 2 ml alcanzando una concentracién final de 107 taquizoitos/ml.
Finalmente, se afiadi6 DMSO (10%) y se guardé a -80°C durante 24 horas. Transcurrido

este tiempo, los viales se almacenaron a -196°C en Nitrogeno liquido.

Siempre que fue necesario se descongelaron alguno de los aislados. La
descongelacion se llevé a cabo en bafio Maria a 37°C resuspendiéndose el contenido del
vial en 20 ml de medio MEM. Para eliminar los restos de DMSO, t6xico para el cultivo
celular, se centrifugaron los viales a 600 x g, 5 min, y el sedimento se afiadi6 al cultivo
celular junto con medio MEM y SHI al 2%. Aproximadamente, transcurridos 8-10 dias,

comenzaron a visualizarse los primeros taquizoitos en el interior de las células.

3.1.3. Purificacion de taquizoitos de N. caninum

Los taquizoitos del aislado NC-1 obtenidos en cultivo celular fueron purificados
para su utilizacién como antigeno en la prueba de IFI, para la obtencién del antigeno
soluble utilizado en las diversas técnicas de ELISA empleadas y para el aislamiento del
ADN del parasito empleado en las técnicas de PCR. Los taquizoitos de los aislados NC-1y

NC-Liv también se utilizaron para la inoculacién en ratén.

3.1.3.1. Antigeno para la prueba de IFI

Como antigeno para las pruebas de inmunofluorescencia se emplearon taquizoitos
completos del aislado NC-1 de N. caninum, siguiendo el protocolo descrito por Trees et al.

(1993).

El sobrenadante del cultivo celular que contenia los taquizoitos se pas6 primero por
una aguja de 0,8 x 40 mm y, posteriormente, por una aguja de 0,5 x 16 mm con objeto de
romper los restos de células remanentes y liberar los taquizoitos que hubiese en su
interior. A continuacion, los taquizoitos fueron lavados dos veces mediante centrifugaciéon
en PBS (600 x g, 15 min) y, antes del dltimo lavado, la suspensioén de taquizoitos se paso

por un filtro de 5 um (Biotech) para eliminar las células y restos celulares, realizdndose
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posteriormente el recuento, no sélo de los taquizoitos, sino también de las células,
comprobandose la ausencia de contaminacioén celular. Tras un altimo lavado con PBS, el
sedimento fue resuspendido en esta solucién tampén hasta conseguir una concentraciéon
final de 107 taquizoitos/ml a la que se afiadi6 formaldehido al 0,2%. Los taquizoitos
formalinizados fueron distribuidos en alicuotas y almacenados a 4°C o a -20°C hasta su

utilizacién.

3.1.3.2. Antigeno para ELISA

Como antigeno para esta prueba se utilizaron proteinas solubles del taquizoito de N.
caninum. Los taquizoitos se purificaron de la misma forma que en el apartado anterior
(ver apartado 3.1.3.1. Antigeno para la prueba de IFI). Tras comprobar la ausencia de
células, el sedimento se guardé a -80°C hasta su uso. Las proteinas solubles se obtuvieron
siguiendo un protocolo similar al descrito por Voller et al. (1976) adaptado para nuestros

propositos.

Los taquizoitos del aislado NC-1 se sometieron a dos ciclos de congelacion-
descongelacion y, posteriormente, se resuspendieron en 4 ml de una solucién 10 mM de
Tris-HCl (pH 7,0) que contenia 2 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) (Sigma)
como inhibidor de proteasas. Posteriormente, los taquizoitos se sonicaron (sonicador
Branson, mod. Sonifier 450) utilizando 5-6 ciclos de 20 s. Durante todo el proceso la
muestra se mantuvo en un bafio con hielo picado para evitar su calentamiento y la
consiguiente desnaturalizacion de las proteinas. La suspension resultante fue centrifugada
(12000 x g, 30 min a 4°C) y el sobrenadante obtenido se dividi6 en alicuotas, previa

determinacion de la concentracion de proteinas y se almacené a -80°C.

3.1.3.2.1. Determinacion de la concentracién de proteica

La determinacién de la concentraciéon de proteina soluble obtenida se realiz6
siguiendo el protocolo propuesto por Smith et al. (1985), empleando la prueba comercial
MICRO BCA (Pierce). Como proteina de referencia se utiliz6 albtimina sérica bovina
(BSA) (Roche Molecular, Biochemical, Mannheim) realizdindose concentraciones

conocidas y decrecientes para elaborar la curva patron.
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3.1.3.3. Purificacién de taquizoitos para la extraccion del ADN

Los taquizoitos empleados en el aislamiento del ADN de N. caninum fueron del
aislado NC-1 y se purificaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (ver
apartado 3.1.3.1. Antigeno para la prueba de IFI). La viabilidad y el ntimero de los
taquizoitos se evaluaron en una cdmara de Nebauer, mediante recuento por
quintuplicado en una solucién con 0,05% del colorante tripan azul, comprobandose al
mismo tiempo la ausencia de células del cultivo. Como resultado definitivo se considerd
la media de los cinco recuentos (error estandar de la media < 5%). Después de un ultimo
lavado con PBS, el sedimento que contenia los taquizoitos se guardé en tubos estériles de

1,5 ml a -80°C hasta su utilizacién.

3.1.3.4. Purificacién de taquizoitos para la inoculacién en raton

La inoculacién experimental de los ratones se realizé con taquizoitos de los aislados
NC-1 o NC-Liv (segtun el caso), mantenidos en cultivo celular segiin se detalla en el
apartado 3.1.2. Con el objetivo de preparar el indculo, los taquizoitos del parésito se
recogieron del cultivo celular al tercer-cuarto dia del mismo, cuando el tapiz celular no
estaba totalmente destruido y se observaron una gran cantidad de vacuolas parasitéforas
y taquizoitos libres. Para desprender el tapiz celular se utilizaron raspadores de pléstico
(Nunc) y el contenido de cada frasco de cultivo se pas6 por una aguja de 0,8 x 40 mm y de
0,5 x 16 mm para romper las células y liberar los taquizoitos que hubiese en su interior. A
continuacién, se realizé un recuento por triplicado de los taquizoitos en camara de
Neubauer, evaluandose asi mismo la viabilidad, tal y como se ha descrito previamente en

el apartado 3.1.2. Finalmente la dosis se ajusté con PBS a un volumen de 200 ul por ratén.

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el objetivo 2: “Desarrollo de un modelo murino experimental para el estudio de
la patogenia de la infeccion por N. caninum”, se utilizaron ratones hembras de 4 semanas
de edad de dos estirpes distintas: no consanguineos (ICR) y consanguineos (BALB/c)
(Criffa, Barcelona). Los animales se alojaron en jaulas de plastico, en grupos de 5 animales

por jaula en el animalario del departamento de Sanidad Animal de la Facultad de
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Veterinaria de la U.CM. Se mantuvieron a una temperatura ambiente de 20°C y
sometidos a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad. El pienso y el agua se

suministraron ad libitum.

3.2.1. Infeccion experimental del ratéon con N. caninum

La infeccion experimental de los ratones se realiz6 con taquizoitos de N. caninum de
los aislados NC-1 o NC-Liv, segtin procedia. Con el objetivo de preparar el inéculo, los
taquizoitos se recogieron del cultivo celular segin se detalla en el apartado 3.1.3.4.
(Purificacion de taquizoitos para la inoculacién en ratén) ajustandose las dosis con PBS a
un volumen de 200 pl por ratén. Para las inoculaciones se utilizaron jeringas de insulina
con agujas de didmetro 0,5 x 16 mm y el in6culo se administré por via i.p. o s.c., segtn el
caso. Todas las infecciones experimentales se llevaron a cabo en un tiempo inferior a una
hora desde la recogida de los taquizoitos del cultivo celular hasta su inoculacién, con el

fin de mantener una viabilidad éptima de los taquizoitos.

3.2.2. Protocolos de inmunodepresion

Para el objetivo 2.1: “Estudio de los factores que afectan al desarrollo de la infeccién
crénica por N. caninum en el modelo murino”, los ratones ICR se sometieron a tres
tratamientos inmunodepresores distintos: acetato de metilprednisolona (Urbasoén),
ciclofosfamida (Sigma) y vinblastina (Sigma). Cuando se empled el acetato de
metilprednisolona se realizaron dos aplicaciones del fairmaco, una semana antes de la
infeccion con una dosis de 2 mg/ratéon via i.p. y el mismo dia de la infeccion con 2,5
mg/raton via i.p., (McGuire et al., 1997b). En el caso de la ciclofosfamida y la vinblastina
se administraron a dosis de 15-20 mg/kg y 1,2 mg/ratén por via i.p., respectivamente, los

dias -30y -9 PIL.
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3.3. EXAMEN CLINICO DE LOS ANIMALES, RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS
MUESTRAS

3.3.1. De las infecciones experimentales en raton

Todos los ratones infectados fueron examinados diariamente, anotandose cualquier
incidencia o manifestaciéon clinica que presentaron. Asimismo, los animales que
desarrollaron sintomas graves y eran incapaces de comer y beber, se sacrificaron
recogiéndose las muestras pertinentes. El estudio clinico se bas6 en la observacién de los
sintmas compatibles con la infeccién por N. caninum en el ratén (Lindsay & Dubey 1989d,
1990b; Lindsay et al., 1995b). De esta forma los animales se clasificaron en funcién de la

presencia (1) o ausencia (0) de la sintomatologia observada.

Con anterioridad a la recogida de muestras de los ratones, se procedi6 a su sacrificio
en campana de CO,. De cada individuo se realiz6é una recogida sistematica de muestras

con distintos fines.

En primer lugar e inmediatamente después del sacrificio se obtuvo sangre mediante
puncién intracardiaca con jeringa de insulina y aguja de diametro 0,5 x 16 mm. La
muestras de sangre se depositaron en tubos de 1,5 ml sin EDTA para la obtencién del
suero o en tubos con EDTA cuando el volumen extraido (200-500 pl) se destino al estudio
de la parasitemia. La muestras de sangre sin EDTA permanecieron 12 horas a temperatura
ambiente hasta la retraccion del codgulo. Finalmente, se centrifugaron a 600 x ¢ durante 10
min recuperandose el suero, el cual se almacené a -80°C hasta la determinacién de IgG
frente a N. caninum por la técnica de IFI (ver apartado 3.4.1.1.1.). Las muestras con EDTA,
se centrifugaron a 2000 x ¢ durante 10 min. El sobrenadante (plasma) se conservé a -80°C
hasta la determinacién de los isotipos IgGl e IgG2a mediante ELISA (ver apartado
3.4.1.2.1.). El sedimento formado por células sanguineas se conservé no mas de 24 h a 4°C

hasta la extraccion del ADN.
Posteriormente, se realiz6 la necropsia de cada individuo procediendo a la apertura

de las cavidades abdominal y tordcica, valorandose la presencia de lesiones

macroscopicas y extrayéndose, por orden, cuando asi se requirio, los siguientes 6rganos:
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higado, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos e iliacos, corazén, pulmones, ganglios
mediastinicos y cervicales y cerebro. En los experimentos del subobjetivo 2.1, el higado, el
corazon, los pulmones y un hemisferio cerebral, se fijaron en formol salino tamponado al
10% hasta su procesado para el estudio histolégico (ver apartado 3.4.2.). El otro hemisferio
cerebral se destiné al estudio de la carga parasitaria por PCR cuantitativa en tiempo real y
se congel6 a -80°C en un tubo de 1,5 ml estéril hasta la extraccién del ADN (ver apartado
3.4.3.1.2.). En el caso del subobjetivo 2.2 se recogieron todos los érganos mencionados
anteriormente, exceptuando el corazén, y se conservaron a -80°C en tubos de 1,5 ml

estériles hasta la extraccién del ADN.

3.3.2. De los fetos bovinos abortados

Las muestras fetales fueron recolectadas y remitidas a nuestra instituciéon por los
Dres. Alberto Espi, Gorka Aduriz e Ignacio Arnaiz del Laboratorio de Sanidad Animal
(Gijon), Instituto de Investigaciéon y Desarrollo Agrario (Neiker, Derio, Pais Vasco) y del
Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Galicia (Lugo), respectivamente. En
todos los casos, las muestras fueron recogidas en el curso de la necropsia en condiciones
asépticas, valordndose, previamente, el estado general de cada feto (fresco, momificado o
autolitico), la presencia de lesiones macroscépicas y determindndose la edad gestacional
mediante la medida de la distancia entre la regién occipital y la base de la cola (Gjesdal,

1969).

Los liquidos fetales se recogieron de la cavidad tordcica y abdominal utilizando una
jeringa estéril. Ambos fluidos se centrifugaron a 600 x ¢ durante 10 minutos para eliminar
restos celulares y se almacenaron a -80°C para su posterior estudio. Posteriormente, se
recogieron los siguientes Organos: higado, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos,
glandulas adrenales, rifion, diafragma, ganglios linfaticos mediastinicos, pulmones,
corazon, timo y encéfalo. Para el estudio mediante técnicas histolégicas se tom6 de 1/2 a
1/4 de cada 6rgano y se fij6 con formol salino tamponado al 10% hasta su procesado. Las
muestras se guardaron en recipientes debidamente identificados y se almacenaron a
temperatura ambiente. Otra parte de los mismos 6rganos se guardé en una bolsa

individual rotulada adecuadamente y se almacené a -80°C hasta la extraccion del ADN.
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Las muestras de cada feto se acompafiaron de una ficha individual con los datos del
feto (referencia, estado del feto y edad fetal), historial de la explotacién (censo, nimero de
reproductoras ttiles, raza, aptitud, tipo de monta, vacunas, naimero de abortos en el
altimo afio y si los abortos habian tenido lugar en un periodo inferior a tres meses) y
diagnoéstico  diferencial con otros procesos abortivos (resultados serolégicos,

bacteriol6gicos y virolégicos).

El suero de la madre y del feto abortado, siempre que fue posible, también se
remitié junto con las muestras fetales. Para la obtencién del suero de la madre, los tubos
con la sangre entera permanecieron a temperatura ambiente durante 1-2 horas, y
posteriormente a 4°C durante 12-24 horas para facilitar la retraccién del coagulo.
Finalmente, los tubos se centrifugaron a 600 x ¢ durante 10 minutos y el suero fue
almacenado en tubos de 1,5 ml a -80°C hasta su posterior estudio por las técnicas

seroldgicas: IFI y ELISA.

3.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

3.4.1. Técnicas seroldgicas

3.4.1.1. IFI

La deteccion de anticuerpos especificos frente a N. caninum mediante IFI (Trees et
al., 1993) se realiz6 en los sueros de los ratones infectados experimentales y en los sueros
de los fetos y vacas abortadas. Como antigeno se emple6 taquizoitos de N. caninum

(aislado NC-1) obtenidos de cultivo celular segiin se detalla en el apartado 3.1.3.1.

Inicialmente, se depositaron 8 pl de una suspension de 107 taquizoitos
formalinizados/ml, en cada pocillo de un portaobjetos de inmunofluorescencia (Cultek)
de 18 pocillos de 4 mm de didmetro. Posteriormente, la preparacién se dejé secar al aire,

fijandose a continuacién con acetona (Panreac) durante 10 minutos a -20°C.

Tras la fijacién, se afiadi6 el suero problema, diluido en PBS (10 ul/pocillo), y se

incub6 30 min a 37°C en una cdmara himeda. Posteriormente, los portaobjetos se lavaron
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dos veces con PBS (10 min cada vez) y se afiadié la inmunoglobulina antiespecie unida al
fluorocromo (Isotiocianato de Fluoresceina) diluida en PBS-azul de Evans (1:10000),
incubdndose a 37°C durante media hora en una cdmara himeda. A continuacién, los
pocillos se lavaron de nuevo con PBS (3 veces durante 10 min cada vez) realizdndose un
altimo lavado de 10 min con agua destilada, tras el cual, los pocillos se secaron al aire y se
procedi6 al montaje del portaobjetos con Fluoprep (Biomerieux) y un cubreobjetos de 24 x
60 mm. Los pocillos fueron examinados con un microscopio de fluorescencia a x400

(Nikon, Lampara de mercurio modelo HB-10101AF).

3.4.1.1.1. Deteccion de IgG anti N. caninum en ratén

Las diluciones de los sueros de los ratones se realizaron en PBS comenzando por
una dilucién 1:50 y realizandose diluciones seriadas hasta conseguir la altima dilucién en

la cual los sueros dejaron de ser positivos.

El conjugado anti IgG de ratén unido a fluoresceina (Sigma, referencia F-0257) fue

utilizado a una dilucién 1:128 en una solucién PBS-azul de Evans (1:10000).

Como testigo negativo de la reacciéon se utilizaron los sueros de los ratones

inoculados con PBS y como blanco de la reaccion se utilizé PBS.

3.4.1.1.2. Deteccion de IgG anti N. caninum en bovino

Los sueros problema se diluyeron en PBS comenzando por una dilucién 1:16 para
los liquidos fetales y en 1:250 en el caso de las reproductoras, realizandose diluciones
seriadas de los mismos. Como punto de corte se consider6 la dilucién 1:16 y 1:250 para los
liquidos fetales y sueros de las madres abortadas, respectivamente (Alvarez-Garcia et al.,

2003).

El conjugado anti IgG de bovino unido a fluoresceina (Sigma, referencia F-7887)

fue utilizado a una dilucién 1:150 en una solucién PBS-azul de Evans (1:10000).
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Como testigos negativos y positivos se emplearon sueros de fetos y de
reproductoras adultas infectados naturalmente por N. caninum vy caracterizados
previamente por IFI, ELISA y western-blot procedentes del estudio de tesis doctoral de la
Dra. Gema Alvarez Garcia (Alvarez-Garcia, 2003). También se utilizé PBS como blanco de

la reaccioén.

3.4.1.2. ELISA

3.4.1.2.1. Deteccién de IgG1 e IgG2a anti-N. caninum en ratén

Para la caracterizacion de la respuesta inmune humoral (IgGl e IgG2a)
desarrollada por los ratones inoculados experimentalmente con N. caninum en el
subobjetivo 2.2 se utiliz6 un ELISA indirecto con proteinas solubles de N. caninum como

antigeno.

Se utilizaron placas de ELISA de fondo plano (Greiner), las cuales se tapizaron con
100 pl/pocillo de antigeno soluble de N. caninum a una concentracién de 0,5 ng/ pocillo
en agua destilada estéril y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Pasado este tiempo
el antigeno se fijo con 100 ul/pocillo de formol salino tamponado al 10% durante 15 min a
temperatura ambiente, después, las placas se lavaron tres veces con agua destilada. El
bloqueo de las placas se realizé6 con PBS-T-BSA (PBS con 0,05% Tween-20 y 1% de
albimina sérica bovina) durante 2 h a 37°C. Tras lavar las placas tres veces con PBS-T
(PBS con 0,05% Tween-20) se afiadieron 100 ul/pocillo de la muestra problema diluida
1:100 en PBS-T-BSA y se incubaron a 37°C durante 1 h. A continuaciéon se lavaron las
placas cuatro veces con PBS-T y se ahadieron 100 pl/pocillo del conjugado (anti-IgG1 o
anti-IgG2a de ratén obtenidas en cabra y marcadas con peroxidasa) (Southern
Biotechnology) a una dilucién 1:5000 en PBS-T-BSA e incubandose a 37°C durante 1 h.
Después se realizaron cuatro lavados con PBS-T y se afadieron 100 ul/pocillo de la
solucién de sustrato preparada con 0,6 mg/ml de o-dihidrocloruro-diamino-fenileno
(OPD, Sigma) en tampon citrato 0,05 M, pH 5 (acido citrico 0,1 M y fosfato disédico 0,2 M)
con H)O» (Sigma) al 0,045%. Las placas se incubaron en oscuridad 30 min y la reaccion
enzimatica se fren6é con 100 pl/pocillo de H>SO4 2 M. La reaccién colorimétrica en cada

pocillo se midi6é utilizando un lector de ELISA (Multiskan RC 6,0, Labsystems) a una
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longitud de onda de 450 nm. Los resultados se expresaron como valores de densidad
optica (OD).

3.4.1.2.2. Deteccion de IgG anti N. caninum en bovino

Para la deteccion de la IgG anti N. caninum en los sueros de los fetos y vacas
abortadas se utilizaron dos pruebas comerciales de ELISA indirecto: IDEXX S.A. (EE.UU.)
(Paré et al, 1995) e HIPRA (Espafia) (Rebordosa et al., 2000), siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. El analisis de las muestras se realiz6 en el Laboratorio
de Sanidad y Producciéon Animal de Galicia (Lugo) con la colaboracién del Dr. Ignacio

Arnaiz.

3.4.2. Técnicas histolégicas

3.4.2.1. Inclusion y microtomia

Las muestras fijadas procedentes de las infecciones experimentales en ratén
(subobjetivo 2.1), fueron procesadas en el Laboratorio de Histologia de la Facultad de
Veterinaria de Leén. Por su parte, las muestras fetales bovinas recogidas (objetivo 3), se
procesaron en el Laboratorio de Histologia del Hospital Clinico Veterinario de la Facultad
de Veterinaria de la U.C.M y las procedentes del Pais Vasco en su lugar de origen

(Neiker).

Las piezas fijadas en formol salino tamponado al 10% fueron incluidas en parafina
sintética con un punto de fusiéon de 56°C, utilizdndose un procesador automaético de
tejidos, con un programa de cambios automaéticos de alcoholes de creciente graduacion y
bencenos. Los bloques fueron realizados en una unidad formadora de bloques, consola

Tissue-Teck® (dispensador de parafina, consola térmica y crioconsola de Miles Scientific).

Sobre las piezas incluidas en parafina se realizaron cortes de 4 pm de grosor usando
un microtomo de rotaciéon (Leica RM 2155) con portacuchillas y cuchillas desechables. Las
secciones se desparafinaron en xilol, se deshidrataron con una serie decreciente de
alcoholes, y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) convencional mediante el empleo

del tefiidor automatico (Leica ST4040). A continuacién, se deshidrataron en una serie de
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alcoholes y se montaron en portaobjetos usando como compuesto montador DPX®
(Nustain).

3.4.2.2. Determinacion de la edad fetal

La edad de los fetos analizados, ademds de determinarse segiin la distancia entre la
region occipital y la base de la cola (Gjesdal, 1969) se confirm¢é basandose en los distintos
periodos del desarrollo fetal del pulmén en el bovino de los cuales destacamos los

siguientes: periodo glandular, canalicular y sacular.

El periodo glandular del pulmoén (primer tercio de gestacién) se caracteriza por la
presencia de formaciones acinares tapizadas por un epitelio ctibico simple que forman
pequeios l6bulos delimitados por un mesénquima muy indiferenciado. En algunas areas
del mesénquima se aprecian formaciones de luz mas amplia, tapizadas por un epitelio
ctibico a cilindrico y en cuya pared se aprecia la presencia de masculo liso y cartilago

(divisiones dicotémicas del arbol bronquial primitivo).

En el periodo canalicular (segundo tercio de gestacién) las formaciones acinares se
abren, observandose una interconexion entre ellas formando el parenquima pulmonar,
constituido principalmente por alveolos y bronquiolos respiratorios, los cuales terminan
de desarrollarse en la fase sacular. En esta altima fase (tercer tercio) se aprecia una mayor
distension de las formaciones alveolares, observandose incluso el septo alveolar con los
capilares y toda la estructura conductora (bronquial y bronquiolar). El desarrollo final del
pulmon en los bévidos se produce tras el nacimiento con la secreccion del surfactante y el

establecimiento del perido alveolar, tipico de los mamiferos adultos.

3.4.2.3. Criterio de valoracion de lesiones

El estudio histolégico de los ratones (subobjetivo 2.1.) se basé en la observacion de
las lesiones caracteristicas provocadas por N. caninum en el ratén (Lindsay & Dubey
1989b; Lindsay et al., 1995b). Las muestras fueron examinadas por el Dr. Valentin Pérez
Pérez (Facultad de Veterinaria de Leén) adaptando el siguiente criterio de clasificacion:
cerebro (meningitis, nédulos gliales, dreas de mineralizacién, granulomas y manguitos

perivasculares), corazén (miocarditis), higado (actividad portal y microgranulomas) y
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pulmones (neumonia intersticial). Cada lesién se gradué en funcién de la intensidad que
presentaba en ausente (0), leve (1), moderada (2) o grave (3). Finalmente, se calculé la
media de estos valores para cada raton y se representé la mediana de los valores

correspondientes a cada grupo y érgano.

Para el estudio histolégico de los fetos bovinos abortados (objetivo 3) se conté con la
colaboracién del Dr. Antonio Rodriguez Bertos (Servicio de Anatomia Patolégica Facultad
Veterinaria de Madrid) y del Dr. Bernardino Moreno Burgos (Instituto de Investigacion y
Desarrollo Agrario, Neiker, Derio, Pais Vasco). En los 6rganos fetales remitidos se
describieron los hallazgos histopatologicos observados de acuerdo a las lesiones
establecidas para la infecciéon por N. caninum en la especie bovina (Barr et al., 1990;
Gonzélez et al., 1999) asi como la presencia de fases del parasito. Las lesiones en corazoén,
higado, rifidén y pulmoén se graduaron segin la extension e intensidad de la inflamacion
que presentaban en ausentes (0), leves (1), moderadas (2) o graves (3). Teniendo en cuenta
que la presencia de lesiones en el SNC son las mas importantes y caracteristicas de la
infeccién por el parasito, se consideraron, con el mismo baremo de intensidad establecido
anteriormente, las siguientes lesiones: necrosis, infiltraciéon de células redondas en el
parénquima cerebral, manguitos perivasculares, nédulos gliales y gliosis. La clasificacién
global de los cambios histopatolégicos en el cerebro para cada feto se realiz6 atendiendo
al criterio descrito en la Tabla 9. Finalmente, se calcul6 la media de estos valores para cada

feto y se represent6 la mediana de los valores correspondientes a cada grupo y érgano.

Tabla 9. Criterio considerado en la valoracién de la gravedad de la lesién en el cerebro.

Grado 0 | - Necrosis grado 0, infiltrado de células redondas2 grado (0), noédulos gliales grado 0,

gliosis grado 0-1

Grado1 |- Necrosis grado 0, infiltrado de células redondas grado 0-3, nédulos gliales grado 1-3,
gliosis grado 1-3

Grado 2 | - Necrosis grado 1 0 2 més el resto de lesiones con grado 0-3

Grado 3 | - Necrosis grado 3
- Necrosis grado 2 con infiltrado de células redondas grado 3 y/o, nédulos gliales

grado 3, gliosis grado 3

anfiltrado de células redondas: infiltrado de mononucleares en el parenquima cerebral y

manguitos perivasculares.
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3.4.3. Técnicas genémicas y de PCR

La deteccion del ADN parasitario en los tejidos fetales se realiz6 por una técnica de
PCR (Buxton et al., 1998). Para la cuantificaciéon del parasito en las muestras de tejido y
sangre procedentes de las infecciones experimentales en ratén y organos fetales, se
emple6 una PCR cuantitativa en tiempo real desarrollada en el objetivo 1. Para llevar a

cabo estas técnicas de PCR se realizaron los siguientes pasos.

3.4.3.1. Extraccion del ADN

Se utilizaron dos métodos de extraccion diferentes segin la procedencia y destino
de la muestra. Para la deteccion del ADN de N. caninum por PCR anidada en muestras
fetales, se emple6 la resina Chelex-100. Por otra parte, cuando se requirié un ADN de
elevada calidad, como en la PCR cuantitativa, el método de aislamiento que se utiliz6 fue

una prueba comercial.

La extraccion del ADN a partir de los 6rganos recogidos de los ratones se realiz6
sobre 10-20 mg de tejido fresco conservado a -80°C. Para el aislamiento del ADN de las
muestras de tejidos fetales, con independencia del método utilizado, se realiz6 un
macerado del 6rgano en PBS. Para ello se pesaron, de diferentes zonas del érgano, un total
de 2-4 g y se maceraron con PBS a una dilucién 1:10 en un digestor automaético
(“Masticator” IUL) de 2 a 5 min. El macerado se distribuy6 en alicuotas de 1 ml y se
congelaron a -80°C hasta la extraccion del ADN. En ganglios linfaticos, gldndulas
suprarrenales y diafragma no se realizaron macerados ya que la textura de estos érganos

no lo permitio.
3.4.3.1.1. Extraccion del ADN utilizando Chelex-100
El Chelex-100 es una resina utilizada para quelar iones metalicos polivalentes, con

efectos nucleoliticos a altas temperaturas, que ha sido utilizada para el aislamiento de

ADN de muestras forenses (Walsh et al., 1991).
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La técnica de extracciéon del ADN por Chelex-100 consistié en la utilizacién de una
solucion de Chelex-100 al 5% (Bio-Rad) preparada en agua ultrapura estéril. En primer
lugar, se recogieron 200 pl de esta soluciéon bajo agitacion magnética en un tubo estéril de
1,5 ml, al que se afiadieron 2 ul de Proteinasa K (solucién 20 mg/ml) (Sigma), 12 pl de
solucion 1M de Ditiotreitol (DTT, Sigma) y 200 pl de la muestra macerada. A
continuacién, se agit6 la mezcla vigorosamente durante 10 s y se incub6 a 56°C durante 45
min en bafio Maria. Pasado este tiempo, la mezcla se agité de nuevo vigorosamente
durante 10 s y se someti6é a ebullicién 8 min en bafio Maria. Finalmente y después de
agitar la mezcla de nuevo 10 s, se centrifugo a 12000 x g durante 8 min y se guardé a -20°C
hasta su utilizaciéon. Cuando se necesito, las muestras fueron descongeladas, se agitaron
vigorosamente 10 s y se centrifugaron a 12000 x g durante 8 min, utilizando el

sobrenadante para la PCR.

3.4.3.1.2. Extracciéon del ADN utilizando una prueba comercial

Para la cuantificaciéon de N. caninum por PCR cuantitativa en muestras de tejido
procedentes de las infecciones experimentales en raton y de fetos bovinos abortados, se
emple6 como método de extraccién una prueba comercial: "Genomic-Prep cell and tissue
DNA isolation kit" (Amershan Biosciences). La extracciéon del ADN se realiz6 a partir de
10-20 mg de tejido fresco congelado (disgregado con bisturi), de 200ul de macerado
biolégico y de cinco cortes de 5 pm en el caso de tejidos fijados en parafina. En primer
lugar, se afiadieron 600 pl del tampoén de lisis del ADN (suministrado en la prueba
comercial) a la muestra y 3 pl de proteinasa K (soluciéon 20 mg/ml, Sigma) y se
resuspendi6 la mezcla mediante agitaciéon. Seguidamente, se procedié a una incubacién a
56°C en bafio Maria durante toda la noche. Terminada la incubacién se anadié 3 ul de
RNAsa con una concentracion de 4 mg/ml (contenida en la prueba comercial) al lisado y
se incubd a 37° C durante 30 min en bafio Maria. Posteriormente, las muestras se enfriaron
en hielo y se afiadieron 200 pl de una solucién para la precipitacion de las proteinas. Se
agit6 la muestra vigorosamente 20 s y se centrifugé a 13000-16000 x g durante 5 min. Las
proteinas precipitadas formaron un sedimento blanquecino, el sobrenadante de las
muestras se transfirié a un tubo limpio de 1,5 ml y el sedimento con las proteinas se
elimind. Finalmente, se procedi6 a la precipitacion del ADN, para ello se afiadieron 600 pl

de isopropanol 100% frio (guardado a -20°C), se invirtieron las muestras 50 veces y se
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incubaron a -20°C durante 30 min para favorecer la precipitacion del ADN.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 13000-16000 x g durante 15 min y se
eliminé el sobrenadante, con cuidado de no desprender el ADN precipitado y que
aParecia como un pequefio sedimento blanquecino. El sedimento de ADN se lavé con 600
pl de etanol al 70% frio (-20°C) y seguidamente las muestras se centrifugaron a 13000-
16000 x g durante 5 min. Después se desech¢ el etanol y se dejaron secar las muestras al
aire hasta la completa evaporacién del alcohol. El sedimento se resuspendi6 en 50 pl de la
solucién de hidratacién de ADN -TE- (suministrada en la prueba comercial) y se dejé toda
la noche a temperatura ambiente hasta su completa hidratacién. Por dltimo, se midi6 la
concentracion de cada muestra mediante espectrofotometria (ver apartado 3.4.3.2.2.
Cuantificaciéon del ADN total extraido) ajustandose la concentracion a 30-50 ng/pl en

agua ultrapura estéril. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su posterior andlisis.

Para la construccion de la curva patréon de N. caninum utilizada para la
cuantificacion del parésito y las pruebas de sensibilidad de la PCR cuantitativa en tiempo
real, se extrajo ADN de 107 taquizoitos de N. caninum (aislado NC-1) empleando la misma

prueba comercial y procediendo de igual forma que para los tejidos frescos.

La extraccion de ADN a partir de muestras de sangre para el estudio de parasitemia
en el modelo murino (subobjetivo 2.2) se llevé a cabo utilizando la prueba comercial:
"Genomic-Prep cell and blood DNA isolation kit" (Amershan Biosciences). Primeramente,
al sedimento de células sanguineas, obtenido tras centrifugar las muestras de sangre y
retirar el plasma, se le afiadieron 900 ul de un tampoén de lisis de glébulos rojos (contenido
en la prueba comercial). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente 10 min y se
centrifugaron a 13000-16000 x g durante 5 min. Seguidamente, se eliminé el sobrenadante
y se obtuvo un sedimento limpio y libre de eritrocitos, el cual se resuspendi6 en 600 ul del
tampon de lisis de ADN al que se afadieron 3 pl de RNAsa a 4 mg/ml al lisado,
incubandose a 37° C durante 30 min en bafio Maria. Después, se procedi6 a la eliminaciéon

de las proteinas y precipitacién del ADN segtn se ha explicado anteriormente.
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3.4.3.2. Analisis del ADN total extraido

3.4.3.2.1. Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar el ADN total extraido y comprobar la calidad del mismo (no
degradado, sin ARN), se procedi6 a una electroforesis en agarosa siguiendo los protocolos
descritos por Sambrook et al. (1989). Los geles de agarosa (Ecogen) se utilizaron a un
porcentaje de 0,8% conteniendo 0,1 pg/ml de bromuro de etidio (BrEt), en tampén TBE
0,5x. Como marcador de tamafio molecular se utilizé un patrén de ADN comercial (DNA
Ladder 1Kb plus, Gibco-BRL) a una concentracién de 100 ng/ pl en solucion de carga para
ADN (solucién de carga x 5; EDTA 25 mM, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%). El
ADN se visualizé mediante un sistema de captacion de imagenes Gel Printer (TDI) con

luz ultravioleta.

3.4.3.2.2. Cuantificacion del ADN total extraido

La concentracién del ADN de las muestras se determiné mediante la lectura de la
absorbancia en un espectrofotémetro (Pharmacia-Biotech Mod.Ultrospec 3000 uv/visible
spectrofotometer). Se realizé6 una dilucién 1:100 de la muestra en agua destilada y se
utilizé para su lectura una cubeta de cuarzo de 1 ml. La longitud de onda seleccionada fue
de 260 nm (1 OD = 50 pg/ml de ADN) y 280 nm para determinar su pureza, calculandose
la razoén OD 2¢/OD 250. Valores entre 1,6 y 2 indicaron una buena calidad del ADN
(Sambrook et al., 1989).

3.4.3.2.3. Purificacion del ADN total mediante cromatografia de

filtracién en gel
Para eliminar fragmentos de ADN degradado de bajo peso molecular (< 300 pb) se
utilizé una columna de cromatografia (Chroma Spin-1000, Clontech), paso previo a la

PCR cuantitativa.

El equilibrado y compactaciéon del gel de filtracién se realizé por centrifugacion a

700 x g durante 5 min, eliminandose el tampén TE contenido en cada columna. A
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continuacién, se colocé un tubo de 2 ml debajo de la columna y se pasaron 70 pl de la
muestra, centrifugando la columna de nuevo a 700 x g durante 5 min. El ADN eluido fue

conservado a -20°C.

3.4.3.3. Amplificacién del ADN de N. caninum por la técnica de PCR

Para la detecciéon del ADN parasitario se utilizaron dos tipos de pruebas de PCR de
diferentes regiones del genoma de N. caninum. La primera esta basada en la region Nc-5
de N. caninum (Kauffmann et al., 1996) y utiliza los oligonucleétidos Np6é plus y Np21
plus (Tabla 10) (Miiller et al., 1996). La segunda es una PCR anidada que amplifica la
region ITS1 del ADN ribosomal de N. caninum (Payne & Ellis, 1996) en dos reacciones
utilizando cuatro oligonucleétidos especificos (Tabla 10) segtin describen Buxton et al.

(1998).

Tabla 10. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR de la regién Nc-5 e ITSI.

REGION Nc-5 PCR ANIDADA DE LA REGION ITS1
Np6 plus Np21 plus Oligonucleétidos externos Oligonucleétidos internos
NN1: NP1:
CCCAGTGCGTCCA | CTCGCCAGTCAAC | TCAACCTTTGAATCCCAA | TACTACTCCCTGTGAGTTG
ATCCTGTAAC CTACGTCTTCT | NN2: NP2:
CGAGCCAAGACATCCATT | TCTCTTCCCTCAACGCT

La PCR basada en la region Nc-5 utilizando los oligonucleétidos Np6 plus y Np21
plus se llevé a cabo de acuerdo con lo descrito en la bibliografia (Miiller et al., 1996). La
mezcla de PCR (25 pl) contenia 20 pmoles de cada oligonucleétido, 1x del tampén de PCR
Gene Amp (Applied Biosystems) , 200 uM de dNTPs (Sigma), 1,5 mM de MgCl, (Applied
Biosystems) y 0,625 U de Amplitaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems). Las
reacciones de PCR se hicieron en tubos de 0,2 ml para PCR en un termociclador

Eppendorf (Modelo Gradient) segtin los pasos descritos en la Tabla 11.
La PCR anidada del fragmento ITS1 se llevé a cabo en dos reacciones. La mezcla

para la primera reaccion de PCR (50 pl) se compuso de 0,15 uM de los oligonucleétidos

NN1 y NN2 (Sigma), 200 uM de dNTPs (Sigma), 1x del tampoén de reacciéon (75 mM Tris
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pH 9, 20 mM (NH4)2SO4, 50 mM KCl,) (Biotools), 2 mM de MgCl, (Biotools) y 1,25
unidades de ADN polimerasa (Biotools). Del ADN extraido de cerebro, corazén e higado
utilizando el método Chelex-100 se utilizaron 20, 15 o 10 ul del sobrenadante,
respectivamente. La segunda amplificacién se realiz6é en un volumen de 25 pl utilizdndose
la mezcla descrita anteriormente, aunque en esta ocasion se emplearon los
oligonucle6tidos NP1 y Np2 y se afadi6 0,625 unidades de ADN polimerasa (Biotools) y 4
pl del producto de la primera reacciéon. Las reacciones de PCR se hicieron en tubos de 0,2
ml o placas de 96 pocillos para PCR en un termociclador Eppendorf (Modelo Gradient),

segun las condiciones que se indican a continuacion.

Tabla 11. Condiciones utilizadas en la reacciones de PCR de las regiones Nc-5 e ITS1.

. PCR ANIDADA DE LA REGION ITS1
REGION Nc-5
Primera Amplificacién Segunda Amplificaciéon
1 ciclo 95°C/10 min |1 ciclo 94°C/5 min
25 ciclos | 94°C/1 min 25 ciclos 94°C/1 min |25 ciclos 94°C/30 s
63°C/1 min 48°C/1 min 48°C/30s
74°C/3,5 min 72°C/1 min 72°C/30s
1 ciclo 74°C/10 min |1 ciclo 72°C/5min |1 siclo 72°C/5 min

En todas las reacciones se utilizaron como testigo positivo el ADN obtenido de

taquizoitos de N. caninum y como negativo agua ultrapura estéril.

3.4.3.3.1. Sensibilidad de las pruebas de PCR para la deteccion de N.

caninum

Se determind la sensibilidad de la PCR de la regién Nc-5 y la del segmento ITS1 a
partir del ADN purificado de taquizoitos de N. caninum utilizando una prueba comercial
(ver apartado 3.4.3.1.2.). Para ello se realizaron diluciones decimales seriadas (en agua
ultrapura estéril) del ADN equivalente a 105 hasta 103 taquizoitos y se procedié a las

amplificaciones por PCR segun se ha detallado anteriormente.
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3.4.3.3.2. Deteccion de los productos de las reacciones de PCR

Los productos resultantes de la PCR de la regién Nc-5 (340 pb) y de la segunda
amplificacion de la PCR anidada (210 pb), se visualizaron en un gel de agarosa al 1,8-2%
tefiido con bromuro de etidio (0,1 pg/ml). En cada pocillo del gel se afadieron 15 pl del
producto amplificado en solucién de carga para ADN. Como marcador de tamafio
molecular se utilizé un patrén de ADN comercial (DNA Ladder 1Kb plus, Gibco-BRL o
DNA Ladder 100 pb, Biotools). El ADN se visualizé6 mediante un sistema de captacion de

imagenes Gel Printer (TDI) con luz ultravioleta.

3.4.3.4. Deteccion y cuantificacién de N. caninum por PCR cuantitativa en

tiempo real

La estimacién de la carga parasitaria se realizé mediante una PCR cuantitativa en
tiempo real desarrollada en el primer objetivo. Esta técnica se utilizé para la cuantificacién
de N. caninum y del gen 285 ARNTr del hospedador. A continuacién se describe la técnica

tal y como se utiliza en apartados posteriores.

3.4.3.4.1. Construccion de las curvas estandares

Para la construccién de la curva estdndar con el fin de cuantificar el namero de
parésitos presentes en la muestra a analizar, se procedi6 a la extracciéon del ADN a partir
de 107 taquizoitos del aislado NC-1. Posteriormente, se hicieron diluciones decimales del
ADN del parasito hasta la cantidad de 10 taquizoitos en ADN genémico extraido del
cerebro de un ratén a una concentraciéon de 20 ng/pl. Para la cuantificacion del ADN del
hospedador se construy6 otra curva estandar con diluciones 1:5 de ADN gendémico
extraido del cerebro de un ratén (500-0,8 ng) en agua estéril ultrapura. La concentraciéon
de ADN se calculé mediante la lectura en un espectofotémetro segin lo descrito en el

apartado 3.4.3.2.2.
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3.4.3.4.2. Condiciones de la PCR cuantitativa en tiempo real y

cuantificacion de las muestras

Las reacciones para la cuantificaciéon de N. caninum y el gen 285 ARNr se realizaron
por duplicado en tubos separados en un termociclador “ABI 7700 Prism Sequence
Detector” (Applied Biosystems). Cuando se utilizé SYBR Green I™ la mezcla de PCR (25
pl) consistio en 5 pul del ADN molde; 20 pmoles de cada oligonucleétido: PF20 (5°-
ACTGGAGGCACGCTGAACAC-3") y PR21 (5-AACAATGCTTCGCAAGAGGAA-3"),
para la cuantificacién del parasito, y PF28S (5"-TGCCATGGTAATCCTGCTCA-3") y PR28S
(5”- CCTCAGCCAAGCACATACACC-3"), para la cuantificaciéon del ADN del hospedador
(Amersham Biosciences); 1x SYBR Green PCR Buffer; 2 mM MgCl,; 200 pM de dATP, dCTP
y dGTP; 400 uM dUTP; 0,625 U de Amplitaq Gold® ADN polimerasa y 0,25 U de AmpErase
UNG® (uracil-N-glicosilasa), todo incluido en el la prueba comercial “SYBR Green PCR
Core” (Applied Biosystems). Cuando se probd el sistema TagMan™ se utilizé el “kit
TagMan PCR Core” (Applied Biosystems), la mezcla de 25 ul se compuso de 200 nM de
cada sonda (Neospora: 5'-TATGTCGTAAATCGGAGTTGCTTCTATGTGGC-3" y 285 ARNr:
5-TACGAGAGGAACCGCAGGTTCAGACATT-3"), 1x TagMan PCR Bulffer, 20 pmoles de
cada oligonucledtido -PF21 y PR20, PF28S y PR28S- (Amersham Biosciences) y los mismos
componentes citados anteriormente. Las condiciones de amplificacién utilizadas para la
cuantificacion de N. caninum y del gen 285 ARNr mediante SYBR Green o TagMan fueron
las recomendadas por el fabricante segiin se muestra en la Tabla 12. Todas las reacciones se

hicieron en placas de 96 pocillos tapadas con laminas 6pticas (Applied Biosystems).

Tabla 12. Programa de PCR utilizado para la cuantificacion de N. caninum y del gen 285
ARNTr utilizando SYBR GreenI™ o TagMan™.

Pasos iniciales
Cada 40 ciclos
Activacion de la Activacion de Taq
AmpErase” Gold® DNA polimerasa 60°C/
95°C/15s 1 min
50°C/ 2 min 95°C/10 min

La determinacion del valor de ciclo umbral o Ct y el nimero de copias en cada

muestra se calcul6 mediante el programa informético “Sequence detector 7700” (Applied
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Biosystems) y los datos se exportaron a Microsoft Excel para su analisis. La cuantificacion
de N. caninum y del ADN del hospedador se llevé a cabo mediante interpolacién del Ct de
la muestra sobre la curva estandar construida con concentraciones conocidas de ADN del
parasito o del ADN genémico respectivamente, frente a los Ct correspondientes. Los
resultados finales fueron expresados como ndmero de parésitos por ng de ADN del

hospedador.

3.4.3.4.3. Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR cuantitativa

en tiempo real

El limite de detecciéon de la PCR cuantitativa para la cuantificacion de N. caninum
se determiné mediante diluciones decimales seriadas del ADN del parasito equivalente a

102 - 10* taquizoitos en 100 ng de ADN gendémico extraido de tejido cerebral.

La verificacién del tamafio de los productos amplificados se determiné a través de la
comparaciéon por electroforesis del fragmento amplificado con el peso molecular del
marcador de ADN 100 pb (Biotools). Asimismo, los productos de la PCR obtenidos tras
amplificar el ADN del parasito se enviaron a secuenciar con el objetivo de comprobar que
el producto obtenido correspondia a la regiéon Nc-5 de N. caninum. Para eliminar los restos
de cebadores y de nucleétidos de la reacciéon de PCR, los cuales podrian interferir en la
reaccion de secuenciacién, se emple6 la prueba comercial ExoSAP-IT® (Amersham
Biosciences). Dicha prueba contiene una mezcla de dos enzimas hidroliticas, la
Exonucleasa I y la Shrimp Fosfatasa alcalina, la cuales degradan los cebadores y
nucleétidos, respectivamente. Como las enzimas son activas en el tampén de la reaccion
de PCR, se afiadi6 por cada 5 pl del producto de PCR 2 pl de la mezcla ExoSAP-IT, y todo
ello se incub6 a 37°C 15 min, tras este periodo, las enzimas fueron inactivadas mediante
una incubacién a 80°C durante 15 min. La secuenciacion automatizada de las muestras fue
realizada por el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) de Madrid. La concentracion de
oligonucleé6tidos para realizar la secuenciacion fue de 5 pmoles/pl y la de ADN 10 ng/ul

en un volumen de 6 pl.

Cuando se utilizo el sistema SYBR Green I y después de la amplificacién de la

secuencia Nc-5 de N. caninum se obtuvieron las curvas de fusién de los productos de la
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PCR mediante un programa de incremento de temperatura de 55 a 95°C durante 20 min.
El SYBR Green I se intercala inespecificamente a cualquier doble hebra que se genere en la
reacciéon de PCR, incluido tanto bandas inespecificas como dimeros de oligonucleétidos.
Los productos amplificados se pueden distinguir unos de otros por sus distintas
temperaturas de fusién. La temperatura de fusion de un fragmento especifico depende de
su longitud y su contenido en G+C, de forma que pueden obtenerse curvas por cada
producto amplificado. El andlisis de los datos fue realizando empleando el software

Dissociation curves 1.0 f. (Applied Biosystems).

3.4.3.4.5. Electroforesis de los productos de amplificacion de la PCR

cuantitativa en tiempo real

Los productos de la amplificacion de la PCR de N. caninum y del gen 285 ARNr
fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa de alta resolucion al 3,5%
(AG-7, Ecogen) en TBE x0,5 con bromuro de etidio. Como marcador de tamafio molecular
se utilizé el patron de ADN comercial “100 pb Ladder” (Biotools). Los fragmentos
amplificados fueron visualizados mediante un sistema de captaciéon de imagenes Gel

Printer (TDI) con luz ultravioleta.

3.4.3.5. Medidas para evitar contaminaciones

Para prevenir posibles contaminaciones en la realizacién de la PCR o de la PCR
cuantitativa en tiempo real, se siguieron las recomendaciones habituales (Sambrook et al.,
1989). Se mantuvieron areas y material de trabajo separado para la extracciéon del ADN,
preparacién de la mezcla de PCR, amplificacién y zona de electroforesis, no trasladando
nunca material de un &drea a otra. Para evitar la formaciéon de aerosoles se emplearon
recipientes con lejia diluida para el desecho de las puntas, se procuré abrir y cerrar los
tubos delicadamente, centrifugandolos después de hervir las muestras o realizar
digestiones con calor. Los guantes se cambiaron frecuentemente y siempre al cambiar de
area de trabajo y se utilizaron puntas con filtro. El material empleado se limpi6

periddicamente y se esteriliz6 por radiaciones ultravioletas.
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Para evitar la contaminacién derivada de productos de amplificacién, se emple6 en
la PCR cuantitativa en tiempo real el sistema uracil-N-glucosilasa® (Longo et al., 1990).
Este sistema consiste en la utilizacién del nucle6tido dUTP en vez de dTTP y de la enzima
"AmpErase UNG", la cual hidroliza el enlace entre wuracilo y desoxirribosa,

desestabilizando la cadena e impidiendo la accién posterior de la ADN-polimerasa.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el andlisis estadistico de los datos se emplearon los programas
informaticos STAT-VIEW v.4.0. (Abacus Concepts, Inc. Berkeley, Ca. USA), STATISTICA
v.5.0 (StatSoft Inc.) y SAS 8.02 (SAS Institute Inc.)

Para la representaciéon de los datos, cuando se trabaja con pruebas estadisticas no
paramétricas, se consideraron como medida de centralizacion la mediana y los percentiles

(25% y 75%) como medida de dispersion.

En el apartado 4.2.6. se estimaron los coeficientes de variacién (CV), necesarios para
evaluar la precisiéon de la PCR cuantitativa desarrollada. En el calculo del coeficiente de

variacion se considera la media y la desviacion tipica de la muestra.

o o = desviacion tipica
CV = x 100 M = media

3.5.1. Estudio de la homogeneidad

3.5.1.2. Homogeneidad de un conjunto de muestras

Para comprobar la homogeneidad entre dos grupos de valores se utiliz6 la prueba
no paramétrica U de Mann Whitney. La prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis se
empled para comparar mas de dos grupos. Cuando se observaron diferencias
estadisticamente significativas se compararon los grupos dos a dos aplicando una prueba

no paramétrica de comparaciones multiples. En este caso, un valor de P < 0,05/ [k x (k-

101



MATERIAL Y METODOS

1)/2] fue considerado como estadisticamente significativo, siendo k el nimero de grupos

analizados.
3.5.1.3. Homogeneidad de dos muestras: comparaciéon de porcentajes
La valoraciéon de las diferencias entre porcentajes se realiz6 mediante la prueba
estadistica Chi-cuadrado (X2) con tablas de contingencia 2 x 2 y la prueba F de Fisher

cuando la cifra mas baja de la tabla es menor de 5.

3.5.2. Concordancia entre dos pruebas diagnoésticas

El grado de concordancia entre dos pruebas diagndsticas se evalué mediante el
valor x, un estadistico que nos indica la proporcién de concordancia potencial no debida
al azar que se produce entre dos pruebas. Para el calculo de x es necesario utilizar una
tabla de contingencia 2 x 2 en la que se presentan los resultados positivos y negativos de
las pruebas diagnosticas. Inicialmente, se calculd la concordancia observada (C.O.) y la

concordancia esperada (C.E.) y, a partir de ella, el estadistico kx (Tabla 13).

El estadistico x puede tomar distintos valores entre -1 (discordancia absoluta) y +1
(concordancia absoluta), pasando por el 0 (concordancia debida exclusivamente al azar).
Los valores comprendidos entre 0 y 0,20 se interpretan como concordancia débil; entre
0,20 y 0,40 concordancia escasa; entre 0,40 y 0,60 concordancia moderada y entre 0,80 y 1

concordancia casi perfecta (Thrusfield, 1995).

Tabla 13. Calculo del valor k.

Valor x = (CO - CE)/ (1 - CE)

PRUEBA1 CO.=a+d/n
Positiva Negativa Total
: _ CE.=[(@a+b)/nx(a+c)/
£ Positiva a b a+b n]+ [(c+d)/nx(b+d)/n]
2 | Negativa c d c+d
&

Total atc b+d atb+ctd =n
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3.5.3. Regresion lineal

Con el fin de establecer una correlacién entre variables cuantitativas se determiné el
coeficiente de correlacion de Pearson (), cuyos valores pueden variar entre -1y +1 y para
determinar el grado de asociacién se calcul6 el valor de 2. El calculo del coeficiente de
correlacion estd incluido dentro de un analisis de regresion lineal simple, que nos permite
obtener una ecuacién de regresiéon. Para poder obtener la ecuacién de regresion, que
relaciona las dos variables cuantitativas, es necesario que el coeficiente de correlacion

ademas de ser significativo sea alto; y tanto mejor cuanto mas préximo seaa +1 6 -1.

3.5.4. Regresion logistica

Para estimar la probabilidad de ocurrencia de un proceso (presencia de
sintomatologia) en funcion de ciertas variables (carga parasitaria en cerebro y aislado del
parésito) se aplicé un andlisis de regresion logistica (ver apartados 5.2.1.5 y 5.2.2.6.). En
esta técnica estadistica existe una variable dependiente “Y”, que en este caso es
dicotémica (presencia -1- o ausencia de sintomas -0-) y una o mds variables
independientes “X”. La probabilidad de que Y=1 se expresara como 7 . La forma analitica
en que la probabilidad objeto de interés se vincula con las variables independientes es la

siguiente:

1
1+exp(-o-Pixi-Poxa-...frXx

Esta expresion es la que se conoce como funcién logistica; donde exp denota la
funcién exponencial y a1, 1, f2... P son los parametros del modelo. La funcién
exponencial ;- tomaré sélo valores entre 0 y 1. Si f§ es positiva (mayor que 0) entonces la
funcion es creciente y decreciente en el caso contrario. Un coeficiente positivo indica que &
crece cuando lo hace la variable. El exponencial de los fi se corresponde con el riesgo
relativo y es una medida de la influencia de la variable X; sobre el riesgo de que ocurra ese
hecho suponiendo que el resto de las variables del modelo permanezcan constantes. Un
intervalo de confianza para el exponencial de  que contenga el valor 1 indica que la

variable no tiene una influencia significativa en la ocurrencia del suceso y, por el
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contrario, valores mas alejados de éste indican una mayor influencia de la variable

(Walter & Duncan, 1967).

En el subobjetivo 2.2. se evalu6 el efecto de la carga parasitaria en cerebro y el
aislado sobre la presencia de sintomas aplicando un anélisis de regresion logistica. En un
primer paso, el log de la carga parasitaria en cerebro y los sintomas se analizaron
utilizando el siguiente modelo: Log (1/1- 1) = a + fo + p1X. Dénde “n” es la probabilidad de
la presencia de sintomas para una determinada carga parastaria en cerebro (X), “o” es el
aislado del parésito, “fy” es la ordenada en el origen de la linea de regresiéon y f1 su
pendiente. En el segundo paso, se analizaron el log de la carga parasitaria en cerebro del
aislado NC-Liv utilizando el modelo 2: Log (n/1- 1) = po + p1X. Dénde “f¢” muestra el valor

predictivo de la carga parasitaria en cerebro sobre los sintomas.

3.5.5. Analisis de simulacidon por “bootstrap”

Para estimar las distribuciones de la carga parasitaria obtenidas en el subobjetivo
2.2. con el aislado NC-Liv y NC-1 en los diferentes érganos, se aplicé el método estadistico
de simulacion “bootstrap” (ver apartados 5.2.1.5 y 5.2.2.4.). Con este método, mediante un
remuestreo con reemplazamiento, se genera un elevado niimero de muestras aleatorias a
partir de los valores observados. De esta forma, se obtiene una distribucién de valores en
la cual se puede calcular la dispersiéon (andlogo del error estdndar) y determinar unos
limites de confianza (Bradley & Tibshirani, 1973). Segtin lo expuesto, se construyé un
intervalo de confianza para cada aislado en cada 6rgano y se representaron los valores del
log de la carga parasitaria presente en cada 6rgano (eje de abscisas) versus namero de

observaciones (eje de ordenadas) o remuestreos efectuados para cada aislado.
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4.- Objetivo 1: Desarrollo de una PCR Cuantitativa en
Tiempo Real para la Deteccion y Cuantificacion de N.
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*Los resultados de este objetivo han sido comunicados en un congreso internacional y

publicados en el Journal Clinical of Microbiology:

Collantes-Fernandez, E., A. Zaballos, G. Alvarez-Garcia, L. M. Ortega-Mora. 2001. Quantitative detection of
Neospora caninum in bovine aborted foetuses and experimentally infected mice by real-time PCR. A
symposium on all aspects of bovine neosporosis. Edinburgh, Scotland 13-15 September.

Collantes-Fernandez, E., A. Zaballos, G. Alvarez-Garcia, L. M. Ortega-Mora. 2002. Quantitative detection of
Neospora caninum in bovine aborted foetuses and experimentally infected mice by real-time PCR. J. Clin.
Microbiol 40: 1194-1198.
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La técnica de PCR ha demostrado ser una herramienta til en el diagnoéstico de la
infeccion por N. caninum en los fetos bovinos abortados y en el estudio de la distribucién
del agente etioldgico en los diversos tejidos del hospedador, tanto en infecciones naturales
como experimentales. Sin embargo, la PCR no permite la cuantificaciéon de N. caninum en
los tejidos del hospedador y hasta ahora, para el estudio de la carga parasitaria, s6lo se
han empleado técnicas poco sensibles, lentas y laboriosas como la inmunohistoquimica
(Wouda et al., 1997a; Long et al., 1998) o una PCR semi-cuantitativa de tipo competitivo
(Liddell et al., 1999a). En este sentido, el desarrollo de un método rapido y eficaz para la
cuantificacion de N. caninum en los diferentes tejidos del hospedador seria de gran
utilidad. Ademas, este método deberia presentar una elevada sensibilidad, siendo capaz
de detectar bajas cargas parasitarias, y una especificidad alta, ya que en muchas ocasiones

en las muestras a analizar puede estar presente otros agentes.

Recientemente, se ha desarrollado una tecnonogia novedosa que permite la
cuantificacion en tiempo real del producto amplificado en la PCR y reune las
caracteristicas anteriormente mencionadas (Heid et al., 1996). El fundamento de esta
técnica se basa en la existencia de una relacion cuantitativa entre la cantidad del ADN
molde inicial y el producto que se amplifica. Para la deteccién del producto de PCR que se
va sintetizando en el curso de la reaccién se utilizan sistemas de marcado con
fluorescencia. La cantidad de fluorescencia emitida procedente del producto que se esta
sintetizando durante la PCR se incrementa con cada ciclo de amplificacion y se mide
continuamente durante la reacciéon de PCR, por eso se dice que la reacciéon esta
monitorizada en tiempo real. Para la deteccion de la fluorescencia se utiliza un
termociclador con un sistema capaz de adquirir y cuantificar la sefial de fluorescencia al
final de cada ciclo de PCR y un programa informatico para el analisis. La cuantificacion se
realiza durante la fase exponencial de la PCR, cuando la cantidad de fluorescencia emitida
es proporcional a la cantidad de ADN molde inicial presente en la muestra. El
termociclador detecta y representa este incremento de fluorescencia (AR) versus ntimero
de ciclos de la PCR. Durante los primeros ciclos de la amplificaciéon no hay incremento de
fluorescencia, es decir su valor permanece en una linea basal; cuando hay suficiente
producto de doble cadena formado, se incrementa la fluorescencia y ese punto es lo que se
define como ciclo umbral o Ct ("Cycle threshold") (Figura 3): ciclo en el cudl la

fluorescencia supera 10 veces la desviacion estandar de la media de la fluorescencia basal
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en los primeros ciclos de la reacciéon (Heid et al., 1996). Toda muestra que alcance ese
valor umbral se considera positiva. El valor del Ct es proporcional al logaritmo del
nimero de copias inicial y es predictivo de la cantidad de ADN molde inicial. Usando
patrones de concentraciones conocidos, se determina la concentraciéon de la muestra. Para
ello, se construye una curva patrén donde se representa el Ct (eje de ordenadas) frente al
log de concentraciones conocidos (eje de abcisas) del ADN molde, de esta forma
conociendo el valor de Ct de una muestra y por interpolaciéon se puede averiguar la

cantidad del ADN molde inicial.

Figura 3. Esquema de una amplificaciéon con los términos mas comtnmente usados en la

PCR en tiempo real. R, indica la intensidad de la fluorescencia, AR, la magnitud de la sefal
generada para cada reaccién de PCR y viene dado por la siguiente féormula: AR, = (Rn*) - (Rn).
doénde Rq* es el valor de R, de una reaccién, la cual contiene todos los componentes incluido el
ADN y Ry el valor de R, sin ADN o el obtenido en los primeros ciclos de la PCR en los cuales

todavia no se detectan incrementos en la fluorescencia.

1 - R.+
Muestra con ADN P Y
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En este primer objetivo se abordé el desarrollo de una PCR cuantitativa en tiempo
real para la deteccién y cuantificacion de N. caninum y el ADN del hospedador en
muestras clinicas, con el propdsito de comparar la carga parasitaria en diferentes
muestras, 6rganos, hospedadores y corregir la presencia de potenciales inhibidores de la

PCR en las muestras.

107



DESARROLLO DE UNA PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

Como sistemas de cuantificaciéon de la PCR en tiempo real se probaron el método
SYBR Green I™ y las sondas TagMan™ (Applied Biosystems). E1 SYBR Green I es un
agente intercalante andlogo al bromuro de etidio que se une al ADN de doble cadena
recién sintetizado en cada ciclo de amplificaciéon, produciéndose un incremento de la
fluorescencia que es proporcional a la concentracién del ADN. El sistema TagMan se basa
en la utilizacién de una sonda la cual se une a la regién complementaria del ADN que se
desea amplificar localizada entre los sitios de alineamiento de dos oligonucleétidos. La
sonda estd marcada en el extremo 5” con un fluoréforo llamado "reporter" y con otro en el
extremo 3~ denominado "quencher", cuya funcion es absorber la emisién de fluorescencia
del "reporter" cuando la sonda esté intacta. En la reaccién de PCR, cuando el producto de
amplificacion esta presente, los dos oligonucleétidos y la sonda se hibridan a la region
complementaria del ADN. Durante la fase de extensién, la enzima Taq polimerasa por su
actividad 5°- 3“exonucleasa (Holland et al., 1991) hidroliza la sonda a partir del extremo
57, de esta forma la fluorescencia emitida por el "reporter' puede ser detectada,
aumentando su intensidad en funcién del namero de copias que se estan amplificando

(Figura 4).
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Figura 4. Esquema del funcionamiento del sistema TagMan. (A) Los cebadores y la sonda
TagMan, marcada en su extremo 5°con el “reporter" (R) y en el otro extremo 3" con el "quencher"
(Q), estan hibridados al ADN. (B) Durante la fase de extension, la polimerasa empieza a desplazar

la sonda. (C y D) La polimerasa hidroliza la sonda produciéndose la fluorescencia.
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4.1.1. Diseiio de los oligonucledtidos v sondas

Para la cuantificacion de N. caninum y del ADN del hospedador por PCR en tiempo
real, las regiones seleccionadas para el disefio de los oligonucleétidos y las sondas fueron
la region Nc-5 del genoma de N. caninum (Kaufmann et al., 1996) (GenBank no. X84238) y
el gen 285 ARNr (GenBank no. X00525), respectivamente. Considerando la posibilidad de
realizar las dos reacciones en un mismo tubo, las sondas disefiadas se marcaron con

fluorocromos diferentes los cuales se registran a distintas longitudes de onda, pudiéndose
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detectar la sefial correspondiente a cada sonda por separado. La sonda de N. caninum se
marcé con el fluoréforo VIC como 'reporter" y la del gen 285 ARNr con 6-
carboxifluoresceina (FAM), como "quencher" se empled 6-carboxi-tetrametilrodamina

(TAMRA) para ambas sondas.

El disefio de los oligonucleétidos se llevé a cabo con el programa informatico
"Primer Express" 1.0 (Applied Biosystems) cumpliendo una serie de requisitos sugeridos
por el fabricante y expuestos a continuacion. El tamafio del amplicon debe ser pequefio
entre 50 y 150 pb y ambos oligonucle6tidos deben estar lo mas préximo posible a la sonda,
pero sin solaparse con ella. Se deben evitar series de mas de 3 guaninas seguidas y mas de
una o dos G+C entre los cinco altimos nucleétidos del extremo 3” de cada oligonucleétido,
para evitar la formacion de horquillas. El porcentaje de G+C debe estar entre 20 y 80%,
proporcionando una Tm entre 58 y 60°C. En relaciéon con los requisitos de la sonda, ésta
debe tener una longitud de 20-40 pb para asegurar una hibridacién correcta y especifica.
La sonda no debe llevar guaninas en el extremo 5" porque la sefial del "reporter" se
amortigua y se deben evitar también series de mas de 3 guaninas seguidas. El porcentaje
de G+C debe estar entre 20 y 80%, este rango varia con la longitud de la sonda
encontrandose un compromiso entre el porcentaje de G+C y la longitud de la sonda para

conseguir una Tm al menos 5°C superior a la de los oligonucleétidos.

4.1.2. Determinacidn de la sensibilidad vy especificidad de la PCR en tiempo real

La siguiente parte del estudio comprendié la determinacion de la sensibilidad y
especificidad de la técnica utilizando el método SYBR Green I y las sondas TagMan. El
limite de deteccion de N. caninum fue determinado mediante diluciones decimales
seriadas del ADN del parésito en 100 ng de ADN genémico (ver apartado 3.4.3.4.3.). En el
caso de la PCR para el gen 285 ARNTr se realizaron diluciones seriadas 1:5 de ADN
gendmico extraido de tejido cerebral de ratéon y cuantificado por espectofotometria. Las
reacciones de N. caninum y el gen 285 ARNr se realizaron por duplicado en tubos

separados segtn las condiciones reflejadas en el apartado 3.4.3.4.2. de Material y Métodos.

Con relaciéon a la especificidad de la técnica, primeramente se procedié a la

comprobaciéon de la especificidad de los oligonucleétidos y las sondas disefiados. Sus
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secuencias se compararon con todas las contenidas en la base de datos mediante un
programa de alineamiento local de secuencias (BLAST “Basic Lineal Alignment Search
Tool”; http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). La especificidad de la PCR
de N. caninum fue también estudiada incluyendo en la reaccion ADN de taquizoitos de T.
gondii (cepa RH) cedido por el “Moredun Research Institute” (Edimburgo, Reino Unido).
La verificacion del tamafio de los productos amplificados se determiné por visualizaciéon
en geles de agarosa (apartado 3.4.3.4.4.). Asimismo, los productos de la PCR obtenidos
tras amplificar el ADN del parasito se secuenciaron (apartado 3.4.3.4.3.). Ademads, cuando
se utilizo el sistema SYBR Green I, después de la amplificacion de la secuencia Nc-5 de N.
caninum se obtuvieron las curvas de fusién de los productos de la PCR para verificar la

formacién de un tnico producto de amplificacién (apartado 3.4.3.4.3.)

4.1.3. Optimizacion de la PCR cuantitativa en tiempo real para la cuantificaciéon

de N. caninum vy del gen 28S ARNr en un solo tubo

Se consider¢ la posibilidad realizar las amplificaciones de N. caninum y del ADN del
hospedador en un mismo tubo debido a las ventajas que supondria la cuantificaciéon de N.
caninum y del gen 285 ARNr en una tnica reaccion. Para ello, se utiliz6 el sistema
TagMan™. En este caso, son de crucial importancia la seleccion de las concentraciones
6ptimas de los oligonucledtidos y las sondas, debiendo asegurar que la amplificacién de
uno de los productos no interfiera o desplace la del otro y que la concentracién de
oligonucleétidos y sonda seleccionada sea la que proporcione el valor mas alto de AR, y el
menor de Ct. Cuando se emple6 la sonda de N. caninum y la del gen 285 ARNr en un solo
tubo, se probaron diferentes concentraciones de oligonucleétidos de N. caninum y del 285
ARN, tanto del directo como del reverso (desde 50 nM hasta 400 nM) y la concentraciéon
de cada sonda fue de 200 nM. También se probaron diferentes concentraciones de MgCl,

(1 mM-2,5 mM).

4.1.4. Aplicabilidad de la PCR cuantitativa en tiempo real

Una vez valorado y seleccionado el sistema mas sensible y adecuado en la
cuantificacion de N. caninum, la técnica desarrollada se aplicé para la cuantificaciéon de N.

caninum sobre diferentes muestras de encéfalo: 12 fetos bovinos abortados clasificados

111



DESARROLLO DE UNA PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

como positivos o negativos de acuerdo con la observacion de lesiones compatibles con la
infeccion por el parasito; 9 ratones BALB/c infectados experimentalmente divididos en 3
grupos (ratones con y sin lesiones y testigos negativos); y, por dltimo, 6 muestras de
tejidos en parafina correspondientes a cerebros de fetos abortados y ratones infectados
experimentalmente. De los ratones BALB/c dos fueron inoculados por via s.c. con 5x10°
taquizoitos del aislado NC-1; dos con 10¢ taquizoitos inoculados por via i.p. y otros dos
ratones con 10¢ taquizoitos por via s.c. Los tres ratones testigos se inocularon por via i.p.
con PBS. El método utilizado para el aislamiento del ADN de las muestras mencionadas
anteriormente fue la prueba comercial "Genomic-Prep cell and tissue DNA isolation kit"
(Amershan Biosciences). La cuantificacion de N. caninum y del ADN del hospedador se
llevé a cabo mediante interpolaciéon del Ct de la muestra en la curva estandar construida
con concentraciones conocidas del ADN del pardsito o del ADN gendémico del

hospedador, respectivamente (apartado 3.4.3.4.1.), frente a los Ct correspondientes.
Todas las muestras fueron también analizadas mediante la PCR anidada de la
region ITS1 del ADN ribosomal de N. caninum (segtn se ha descrito en el apartado

3.4.3.3.) que fue empleada como técnica de referencia.

4.1.5. Precision de la técnica v concordancia entre técnicas

La precisiéon de la PCR en tiempo real desarrollada se estimé con una medida de
repetibilidad mediante el calculo del coeficiente de variacién (apartado 3.5.). La técnica
desarrollada también se comparé con la PCR anidada de la regién ITS1 de N. caninum y
con la histologia, realizdndose una estimacién de la concordancia existente entre dichas

técnicas (apartado 3.5.2.).

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Diseno de los oligonucleé6tidos vy sondas

La region seleccionada para el disefio de los oligonucleétidos y la sonda fue la
correspondiente a un fragmento de 76 pb entre los pb 247 y 323 de la regién Nc-5 del
genoma de N. caninum (Kaufmann et al, 1996) (GenBank no. X84238). Para la
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cuantificacion del ADN del hospedador, los cebadores y la sonda se disefiaron sobre el
gen 285 ARNr amplificindose un fragmento de 71 pb (GenBank no. X00525). Las

secuencias de los oligonucleé6tidos y las sondas disefiados estan reflejadas en las Figuras 5

y 6.

Figura 5. Fragmento de ADN de la regiéon Nc-5 de N. caninum (GenBank no. de acceso
X84238) seleccionado para el disefio de los oligonucleétidos y la sonda para la cuantificacién de N.
caninum por PCR en tiempo real. El oligonucleétido directo e indirecto estan subrayados y en color

verde y la sonda en color naranja.

1 ACGGGTTGCG GGGCAGGATG GACGAAGTGG CAGGAGCAGG ATGACAACGG GTTTTGGTGA
61 GGCTTCATGC GAGGTCTCGC GATGCCGTCC TCACGCATGA GGCCGGAGAA TGAGAGCGAT
121 TTCCAGGTGT CTTCCTTCTG AGTCGGGTTG TGTTTGGCTG TGAAGGACAG GGTTGGGTAT

181
241
301
361
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CGCGGTGGAG
CTCACTGACT

CTGGGTTGCT
GGAGGCACGC

GTGCTCGCTG
TGAACACCGT

CATTCCTCTT

GCGAAGCATT

GTTGGTGGAG

CAGCGAGGGA
GGAATTGAGT

GGTGTGGTGG
GGAGGCAGGG

AGGTATAGGA
GGGAGGGTGT

GGACTTCAGG
ATGTCGTAAA
CAGCGCAGCG
GAGAGAATTT
GCGTCCAATC

AGCGGCATCG
TCGGAGTTGC
GTGTTGGCTG
CGTGGAAGGG
CTGTAACGTG

GAGGACATCG
TTCTATGTGG
GAGGCGGCAG
CGGAATGGAA
TTGCTCTGCT

Figura 6. Fragmento de ADN del gen 285 ARNTr (GenBank no. de acceso X00525)

seleccionado para el disefio de los oligonucleétidos y la sonda para la cuantificacién del ADN del

hospedador por PCR en tiempo real. El oligonucleétido directo e indirecto estdn subrayados y
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aparecen en color naranja y la sonda en color verde.

GATCCTTCGA
TTCACCCACT
CCCTACTGAT
TCAGACATTT
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AAGGAGCCTC
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GCGGAGAGCC

TGTCGGCTCT TCCTATCATT

AATAGGGAAC
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GAGCCAATGG

GAACGCCTCT
GGTTGGCCCC
CGCGGCGGCG
GTTCGTCTTG
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4.2.2. Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo

real para la cuantificacion de N. caninum

El limite de deteccion de N. caninum fue determinado mediante diluciones
decimales seriadas del ADN del parasito en 100 ng de ADN gendémico. Los productos de
PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 3,5%, observandose una banda de 76 pb en un
rango de ADN equivalente a 10! hasta 10 taquizoitos (Figura 7). En las diluciones que

contenian menos ADN no se observé producto de amplificacion.

Figura 7. Productos de la amplificacion de N. caninum por PCR en tiempo real en gel de

agarosa al 3,5 %. Lineas 1-6: ADN del parasito equivalente a 10*-10-! taquizoitos en 100 ng ADN de

cerebro de ratén, linea 7: ADN extraido de cerebro de un ratén no infectado y linea M: Marcador

de peso molecular 100-bp DNA Ladder.

76 bp —>

Cuando se realiz6 el ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real para N. caninum
utilizando el sistema SYBR Green I, se obtuvo una curva estiandar lineal con ADN
equivalente a 10! hasta 104 taquizoitos (R? = 0,998; pendiente = -3,36). Los valores de Ct
aumentaron linealmente segtiin disminuia la cantidad de ADN del parésito (Figura 8),

hasta el nivel de 10-! taquizoitos.
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Figura 8. (A) Gréfica de amplificacién de N. caninum por PCR en tiempo real que muestra la
fluorescencia emitida por SYBR Green I versus namero de ciclos de la PCR. Las sefiales se
produjeron con 10* (izquierda) a 10! (derecha) taquizoitos. La muestra equivalente a 0 taquizoitos

no tuvo sefal (Ct=40).
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(B) Grafica de amplificacion de N. caninum que muestra el log de la fluorescencia emitida

por SYBR Green I versus nimero de ciclos de la PCR.
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(C) Curva estandar de N. caninum construida con los valores de Ct (eje de ordenadas) versus log de
diluciones decimales seriadas de ADN del parésito equivalentes a 10--10* taquizoitos (eje de

abscisas). Todos los puntos correspondientes a los valores de Ct representan la media de

duplicados.
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Cuando se emple6 el método TagMan y para el mismo valor umbral ("threshold")
(0,1) se obtuvo un Ct 4 o 5 ciclos mas alto que en el sistema SYBR Green I (Tabla 14)
detectdndose hasta 1 taquizoito en 100 ng de ADN del hospedador. Con la dilucién

correspondiente a 0,1 taquizoito no se obtuvo ninguna sefal (Ct = 40).

Tabla 14. Valores de Ct obtenidos con la sonda TagMan con ADN equivalente a 1 hasta 10*

taquizoitos. Los valores de Ct representan la media de duplicados de un ensayo.

Nuamero de Valor
taquizoitos de Ct
104 21
103 24,7
102 28,3
10 32,1
1 35,14

Con relacién a la especificidad de la técnica, cuando se analizaron las secuencias
correspondientes a los oligonucleétidos y las sondas disefiados utilizando el sistema
BLAST, el programa mostré total coincidencia con la regiéon Nc-5 de N. caninum y muy

baja homologia con otras secuencias no relacionadas.

La verificacion del tamafio de los productos amplificados se determiné por
electroforesis, visualizdndose una tinica banda a la altura del tamafio esperado (76 pb). En
las muestras que no contenian ADN molde o solo tenian ADN genémico (100 ng) no se
observé ningtn producto de amplificacion. La banda observada se secuencié con el
objetivo de asegurar que el producto amplificado correspondia a N. caninum. El resultado

de la secuenciacién confirmoé la identidad del producto como secuencia de la regién Nc-5.

La posibilidad de hibridaciones cruzadas con otros patégenos que pudieran estar
presentes en muestras clinicas se aseguro utilizando el ADN de otro parésito, T. gondii, el
cual esta estrechamente relacionado con N. caninum, no detectdndose ninguna sefial o

banda con el ADN equivalente a 104 taquizoitos de T. gondii.
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Por otra parte, cuando se empleé SYBR Green, se realiz6 un analisis de las curvas de
fusion detectandose un solo producto en las muestras con ADN del parasito equivalente a
10 - 104 taquizoitos, con una temperatura de fusiéon de 79°C. En las muestras sin ADN del

parésito no se observé ninguna curva (Figura 9).

Figura 9. Ejemplos de las curvas de fusion correspondientes a: (A) muestra con ADN
equivalente a 10 taquizoitos y (B) muestra sin ADN de N. caninum. En el eje de ordenadas esta

representada la intensidad de la fluorescencia y en el de las abcisas la temperatura (°C).

A B

b

2002 4000z

4.2.3. PCR cuantitativa en tiempo real para la cuantificacion del ADN del

hospedador

La cantidad de ADN por muestra fue normalizada mediante la cuantificaciéon del
gen 28 ARNr por PCR cuantitativa. Para la construccion de la curva estandar se hicieron
diluciones seriadas 1:5 del ADN gendémico extraido de tejido cerebral de ratén y
cuantificado por espectofotometria, obteniéndose una linearidad perfecta (R? = 0,998).
desde 500 ng hasta 0,8 ng de ADN (Figura 10). Cantidades superiores a 500 ng inhibieron

la reaccioén.
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Figura 10. (A) Grafica de amplificacién del gen 285 ARNr del ADN del hospedador que
muestra el log de la fluorescencia emitida por SYBR Green I versus niimero de ciclos de la PCR. Las

sefiales estan producidas con 500 ng (izquierda) hasta 0,8 ng (derecha) de ADN.
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(B) Curva estandar del gen 285 ARNTr construida con los valores de Ct versus log de

diluciones del ADN del hospedador (0,8-500 ng).
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Nanogramos de ADN del hospedador

Cuando se utiliz6 la sonda TagMan y para el mismo valor umbral (0,08), los valores
de Ct de la curva estandar fueron también mas elevados (6 o 7 ciclos mas) que cuando se

empled sistema SYBR Green I (Tabla 15).
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Tabla 15. Valores de Ct obtenidos con la sonda 285 ARNTr con 500 a 4 ng de ADN genémico

extraido de tejido cerebral. Los valores dados de Ct representan la media de duplicados de un

ensayo.
Nanogramos Valores
de ADN de Ct
500 18,6
100 21
20 22,6
4 24,9

4.2.4. Optimizacion de una PCR cuantitativa en tiempo real para la cuantificaciéon

de N. caninum vy del gen 28S ARNr en un solo tubo

Para poner a punto esta técnica, se probaron diferentes concentraciones de
oligonucleétidos de N. caninum y del 285 ARNr, tanto del directo como del reverso (50
nM-500 nM) y diferentes concentraciones de MgCl> (1 mM-2,5 mM). En los primeros
experimentos de optimizacion de la técnica se wutilizaron concentraciones de
oligonucleétidos de N. caninum y de 285 ARNr del mismo rango logrando solo detectar
hasta 10° taquizoitos en 100 ng de ADN genémico. En las diluciones que contenian menos
de 10° taquizoitos, la reaccion se desplazé totalmente hacia la amplificacion del gen 285
ARNTr. Para solventar este problema se limit6 la del gen 28S ARNr a 50 nM y se aumento
la concentracién de oligonucleétidos y de la sonda de N. caninum, seleccionondndose a su
vez la concentracion de MgCl,, que habia dado una mayor sefial en los experimentos
iniciales (2,25 M). Con estas nuevas condiciones se consigui¢ un limite de deteccion de 102
taquizoitos. En las restantes diluciones, la amplificacién del ADN genémico dominé la de
N. caninum, desplazando de nuevo la reaccion. La concentracién de oligonucleétidos del
gen 285 ARNr no se pudo limitar mas ya que concentraciones menores afectaron a la

eficacia de la amplificacion.

Dado que existieron diferencias de sensibilidad entre el sistema SYBR Green y las
sondas TagMan empleadas, se utiliz6 el SYBR Green para la cuantificacion de N. caninum

y del ADN del hospedador en los trabajos posteriores.
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4.2.5. Cuantificacion de N. caninum en muestras clinicas

La aplicabilidad de la técnica desarrollada fue probada en muestras congeladas y
fijadas en parafina de cerebros procedentes de fetos bovinos abortados y de ratones
BALB/c infectados experimentalmente. Algunas veces, debido posiblemente a una gran
cantidad de ADN de la muestra, la reacciéon de PCR result6 estar inhibida, por esta razén
se considero analizar también una dilucién 1:10 de todas las muestras y evitar asi posibles
inhibiciones que pudieran encontrarse en muestras sin diluir. Sélo la muestra que
amplific6 correctamente el gen 285 ARNr se someti6 a la cuantificacion mediante PCR
cuantitativa para N. caninum. El nimero de parasitos y la cantidad de ADN presente en
cada muestra se cuantificaron por interpolacion de los correspondientes valores de Ct en
las dos curvas estandares, una para N. caninum y la otra para el gen 285 ARNr. Una
muestra fue considerada positiva cuando el valor de Ct fue mayor al que corresponde a
10 taquizoito, ya que esta cantidad se consideré como el limite de deteccion de la técnica.
Los resultados finales fueron expresados como nimero de parésitos por pg de ADN del

hospedador.
La cantidad extrapolada de nimero de parasitos/pg de ADN cuantificada por PCR

en tiempo real vari6 de 2,9 a 26,6 en cerebros de fetos bovinos abortados y de 3,0 a 109,6

en muestras procedentes de ratones, segtin puede observarse en la Tabla 16.

120



DESARROLLO DE UNA PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Tabla 16. Resultados obtenidos en cerebros procedentes de muestras de fetos bovinos
abortados y ratones inoculados experimentalmente analizadas por PCR en tiempo real, histologia y

PCR anidada para la deteccién de N. caninum.

Tipo N° parasitos Resultado de:
Muestra
detejido  /ugde ADN'  pigi5100iab PCR anidada
Fetos
1 Congelado 0 - -
Parafinado 10,2 +
2 Congelado 7,5 - +
3 Congelado 3,7 - +
4 Congelado 29 - +
5 Congelado 0 - -
6 Congelado 0 - -
7 Congelado 13
8 Congelado 17,4 +
Parafinado 0 -
9 Congelado 26,6 +
10 Congelado 13,2 +
11 Congelado 9,7 +
Parafinado 0 -
12 Congelado 0 + +
Ratonesc
Congelado
1 31 - +
2 Congelado 0 - -
Parafinado 0 -
3 Congelado 0 - -
Parafinado 0 -
4 Congelado 3 + +
Parafinado 0 -
5 Congelado 109,64
6 Congelado 3,5
Testigos Congelado 0 - -

a Los valores representados son la media de dos o0 mas ensayos.

b Estudio histolégico; + indica una muestra de cerebro con lesiones
compatibles o caracteristicas con la infecciéon por N. caninum.

¢ Ratones n° 1 y 4 fueron infectados por via s.c. con 5x106 taquizoitos del
aislado NC-1; n° 2, 6 con 10¢ taquizoitos por via i.p. y ratones n° 3 y 5 con
106 taquizoitos por via s.c.

d Durante el examen histologico se observaron quistes tisulares de origen

parasitario.
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El anélisis de las curvas de temperatura de fusion detecté un tnico producto en las
muestras de fetos bovinos y ratones con ADN de N. caninum, con una temperatura de

79,0°C y ninguno en las muestras sin ADN del parasito (Figura 11).

Figura 11. Ejemplos de las curvas de fusién correspondientes a: (A) feto bovino ntimero 4 (muestra
con ADN de N. caninum); (B) ratén namero 5 (muestra con ADN de N. caninum); y (C) feto
ndimero 5 (muestra sin ADN del parasito). En el eje de ordenadas esta representada la intensidad

de la fluorescencia y en el de abscisas la temperatura (°C).

4.2.6. Precision de la técnica

La precision de la técnica se estim6 con una medida de repetibilidad mediante el

calculo del CV (ver apartado 3.5.).

Para determinar los CV interensayo de la PCR cuantitativa de N. caninum se hicieron
seis ensayos idénticos con ADN de 10! a 104 taquizoitos en 100 ng de ADN genémico. Los
CV de los valores de Ct fueron mayores en las muestras con ADN equivalente a 0,1

taquizoito (Tabla 17).
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Tabla 17. Repetibilidad de la PCR en tiempo real de N. caninum en muestras con ADN de 10-

Ta 104 taquizoitos.

Numero de Valores de Cta
taquizoitos Media DS CV %pP
104 16,42 0,23 1,41
108 19,51 0,31 1,58
102 22,61 0,40 1,78
10 26,47 0,26 0,97
1 29,03 0,30 1,03
10t 32,95 0,63 1,91

a Los valores dados corresponden a la media de
los duplicados de seis ensayos diferentes de PCR
en tiempo real

b CV, coeficiente de variacion interensayo

El CV interensayo de la PCR cuantitativa del gen 285 ARNr se calculd en tres

ensayos independientes obteniendo los valores que se reflejan en la tabla 18.

Tabla 18. Repetibilidad de la PCR en tiempo real del gen 285 ARNr en muestras con ADN

genémico desde una concentraciéon de 500 hasta 0,8 ng.

Nanogramos Valores de Ct=
de ADN Media DS CV%?
500 12,38 0,18 1,45
100 14,55 0,08 0,56
20 16,6 0,21 1,26
4 18,83 0,36 1,94
0,8 21,24 0,11 0,53

a Los valores dados corresponden a la media de los
duplicados de tres ensayos diferentes de PCR en tiempo
real

b CV, coeficiente de variacién interensayo

Por altimo se estim6 la repetibilidad de la de la PCR cuantitativa de Neospora y del

gen 285 ARNr en muestras clinicas. Para ello se cuantificaron seis muestras de fetos
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bovinos y tres de ratones en tres ensayos independientes bajo las mismas condiciones

(Tabla 19).

Tabla 19. Repetibilidad de la PCR en tiempo real de N. caninum y el gen 285 ARNr en

muestras de encéfalo de fetos bovinos abortados y ratones infectados experimentalmente con el

parasito.
N° de Nuamero de parasitos 2 ug de ADN del hospedador
muestra Media DS CV%>Db Media DS CV%?
Fetos
1 0 0 0 21,9 0,8 3,5
2 13,3 0,6 4,3 1,7 01 54
3 16,7 31 18,3 4,6 0,8 17,6
4 43,3 12,7 29,2 14,9 0,8 51
7 36 1,0 2,8 2,8 0,2 83
10 46 8,5 18,6 3,5 0,4 13,0
Ratones
1 22,7 4,2 18,4 74 12 16,7
4 19,7 7,2 36,8 6,6 15 22,9
5 265,3 18,1 6,8 2,4 0,2 10,5

a Los valores dados corresponden a la media de los duplicados de tres ensayos
diferentes de PCR en tiempo real

b CV, coeficiente de variacién interensayo.

4.2.7. Comparacion de la PCR en tiempo real, PCR anidada y analisis histologico

El estudio se realiz6 en las muestras congeladas de los cerebros procedentes de doce
fetos bovinos abortados y seis ratones BALB/c. Las dos técnicas que presentaron una
mayor concordancia fueron la PCR en tiempo real y la PCR anidada, con una
concordancia casi perfecta (x = 0,86). Sin embargo cuando la histologia fue comparada con
la PCR cuantitativa y la PCR anidada, solo se obtuvo un moderado grado de concordancia
(x = 0,44 y 0,55, repectivamente) y en varias muestras de cerebro sin lesiones se detect6

ADN de N. caninum.
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4.3. DISCUSION

En el presente objetivo se ha desarrollado y estandarizado una PCR en tiempo real
para la cuantificaciéon de N. caninum en tejidos infectados del hospedador. La
cuantificacion del parasito en diferentes tejidos es de gran utilidad en el estudio de la
patogenia de la neosporosis, asi como en la evaluaciéon de vacunas o medidas terapéuticas
para el control de la infeccién por N. caninum en los hospedadores naturales y en modelos

experimentales.

Las técnicas empleadas hasta ahora en la cuantificacion de N. caninum en tejidos
han sido las técnicas inmunohistoquimicas y una PCR cuantitativa de tipo competitivo. La
inmunohistoqimica es una técnica laboriosa, tediosa, poco sensible (Dubey & Lindsay,
1996, Wouda et al. 1997b; Gottstein et al., 1998) y requiere para su interpretacion de
personal experimentado. En la PCR cuantitativa competitiva se analizan los productos de
amplificacion al final de la reaccion de PCR. En este punto, las diferencias entre el
producto amplificado y la concentracion inicial pueden ser importantes, debido
principalmente a una reduccién de la sintesis del producto por el agotamiento de los
componentes de la reaccién y a una acumulacién de los posibles efectos inhibitorios
presentes en la reaccion de PCR. Ademas, la cuantificacion en la etapa final de la PCR
requiere manipulaciones después de la reacciéon para valorar la intensidad relativa del
producto mediante revelado en geles de electroforesis, aumentando el riesgo de
contaminaciones y el tiempo empleado, lo que conlleva una limitacién en el ntmero de
muestras que se pueden analizar. El uso de la PCR en tiempo real posee numerosas
ventajas sobre las técnicas de PCR convencionales, como por ejemplo, la amplificacion,
deteccion y cuantificacién del producto en un mismo proceso, posibilitando el anélisis de
un elevado ntimero de muestras y obviando la necesidad de manipulaciones después de

la PCR, reduciendo asi el riesgo de posibles contaminaciones.

Actualmente, son varios los sistemas utilizados para la cuantificacién por PCR en
tiempo real (Bell et al., 2002), entre ellos esta el SYBR Green I, que es una sustancia que se
intercala en la doble cadena del ADN emitiendo fluorescencia; o los sistemas que utilizan

la actividad 5°- 3’exonucleasa de la ADN polimerasa para hidrolizar una sonda, como las

sondas TagMan o las sondas "molecular beacons" con forma de horquilla. Otros sistemas
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que podemos encontrar son: las sondas "dual hibridization probes", dos sondas que se

enfrentan al alinearse y que al excitarse una molécula (donante), situada en el extremo 3~
de una de las sondas, transfiere una energia ("fluorescence resonance energy tranfer":
FRET) al receptor, emplazado en el extremo 5" de la sonda adyacente, emitiendo una
fluorescencia; "Bi-probes", que también utilizan la tecnologia FRET pero sélo con una
sonda marcada como receptor y el SYBR Green I actuando como donante; y

oligonucle6tidos modificados como "Sunrise primers" que son adaptaciones de las sondas

"molecular beacons" o "Scorpion Primer" en forma de horquilla con un "quencher” y un

fluoréforo.

En Parasitologia, los métodos mas utilizados para la cuantificaciéon de ADN han
sido las sondas TagMan empleadas, entre otros, en T. gondii (Jauregui et al., 2001; Lin et
al., 2000; Kupferschmidt et al., 2001) y Plasmodium falciparum (Hermsen et al., 2001); y las
"dual hibridization probes" usadas, por ejemplo, para la monitorizacién de reactivaciones
en T. gondii (Costa et al., 2000) y la estimacioén de la proliferacion in vitro de N. caninum
(Mtiller et al., 2002). En nuestro estudio se ha evaluado la utilizacién de SYBR Green I y
las sondas TagMan, ya que cuando se plante¢ el estudio eran los métodos mas conocidos

y utilizados asi como en los que se tenfa una mayor experiencia.

Con independencia del sistema utilizado, se eligi6é para el desarrollo de la PCR en
tiempo real la secuencia Nc-5 de N. caninum por varias razones: esta secuencia
aparentemente no se ha encontrado en otros 6rdenes taxondémicos; es una secuencia
repetitiva (Kaufmann et al., 1996, Yamage et al., 1996); y, finalmente, ha mostrado una
sensibilidad excelente cuando se ha usado en la PCR cuantitativa-competitiva
desarrollada para la cuantificacién de N. caninum en ratones (Liddell et al., 1999a) y en
PCR convencional utilizada en el diagnéstico de fetos bovinos abortados (Baszler et al.,
1999a; Gottstein et al., 1998; Sager et al., 2001). En la PCR en tiempo real utilizando SYBR
Green I, se logré detectar hasta 0,1 taquizoito por reacciéon en 100 ng de ADN del
hospedador, lo cual equivale aproximadamente a 10 fg de ADN del parasito. Ademas, las
diferencias existentes entre los valores de Ct de las muestras con 0,1 taquizoito y muestras
sin ADN o negativas (33 versus 40) permitieron una discriminacion precisa entre tejidos
infectados o no infectados. Esta sensibilidad es comparable a la sefialada para una PCR en

tiempo real para la cuantificacion de T. gondii, donde se detectaron 0,05 parasitos por
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reaccién (Lin et al., 2000) y a otros protocolos de PCR de N. caninum basados en la region
Nc-5, como la PCR cuantitativa-competitiva (1 parésito/0,45 mg de tejido de ratén)
(Liddell et al., 1999a) o una PCR convencional, dénde el limite de deteccion fue de 1
taquizoito en la presencia de 2 mg de tejido cerebral (Yamage et al., 1996). Cuando se
emple6 el método TagMan, se logréd detectar 1 parasito en 100 ng de ADN del
hospedador, aunque este limite no se consigui6 alcanzar en todas las ocasiones. Debido al
reducido nimero de pardsitos presentes en los tejidos infectados por N. caninum y a que
hubo diferencias de sensibilidad entre el sistema SYBR Green I y TagMan, se decidio
utilizar el SYBR Green I para la cuantificaciéon de N. caninum. El SYBR Green I presenta la
ventaja sobre las sondas TagMan de no requerir el uso de sondas de hibridacién lo que
facilita enormemente su aplicabilidad y disminuye los costes de la sintesis y marcado de
las sondas. La limitacion principal del SYBR Green I es su falta de especificidad, ya que se
une a cualquier doble cadena de ADN, incluyendo dimeros de oligonucleétidos. Para
mejorar la sensibilidad y especificidad de la PCR se realiz6 de manera automatica el
procedimiento denominado "hot start" utilizando para ello la enzima Amplitaq Gold®
ADN Polimerasa (Applied Biosystems) evitando, de esta forma, la formaciéon de
productos inespecificos o dimeros de oligonucleétidos. En nuestro caso, no se obtuvo
ninguna sefial con ADN de T. gondii, ni con ADN gendémico de tejido cerebral. Ademas,
como puede observarse en la Figura 7, no se perciben bandas de ADN inespecificas ni
dimeros de oligonucleétidos, observandose una tnica banda con el tamafio esperado (76
pb) en las muestras que contienen ADN del parasito. Ademas en el andlisis de las curvas

de fusidn, s6lo detectamos un tdnico producto con una temperatura de 79°C.

Por otra parte, las variaciones en la cantidad y calidad del ADN extraido procedente
de muestras de diferente origen (congelado versus parafinado, bovino versus murino)
pueden afectar a una cuantificaciéon directa en términos de nimero de parasitos por
cantidad de ADN del hospedador. Con el objetivo de obtener una medida indirecta de la
cantidad de ADN analizado, que permitiera una comparacién adecuada del namero de
parésitos por muestra en diferentes hospedadores o tejidos, se desarrollé en paralelo una
PCR en tiempo real utilizando el gen 285 ARNr para la cuantificaciéon del ADN del
hospedador en la muestra. La combinaciéon de diversos factores como una alta
conservacion de este gen entre las especies de hospedadores, su presencia en la especie

bovina y murina asi como su alto ndmero de copias, hicieron del gen 285 ARNr un buen
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candidato para nuestro ensayo. Ademads, la amplificaciéon de este gen compensaria la
presencia de potenciales inhibidores presentes en las muestras y excluiria falsos negativos
debidos a una pobre calidad del ADN. Otro criterio para el disefio de los oligonucleé6tidos
correspondientes a la region Nc-5 de N. caninum y al gen 285 ARNTr fue que amplificaran
un fragmento de pequefio tamafio, ya que las muestras de fetos frecuentemente estan
autoliticas o se conservan durante tiempo fijadas en formol o en parafina, por lo que el

ADN podria estar degradado (Ellis, 1998).

La técnica desarrollada para cuantificar N. caninum en tejidos fue aplicada sobre
muestras de cerebros de hospedadores natural y experimentalmente infectados. E1 SNC es
el 6rgano mas frecuentemente parasitado por los dos estadios de N. caninum en el
hospedador intermediario y donde, con mas continuidad se detectan lesiones especificas o
compatibles en fetos bovinos abortados por neosporosis (Barr et al., 1990; Baszler et al.,
1999a; Hattel et al., 1998) y en ratones infectados experimentalmente (Lindsay et al.,
1995b; Long et al., 1998). En este sentido, la carga parasitaria observada en cerebro
procedente de los ratones infectados experimentalmente fue similar a la observada en los
cerebros de los fetos bovinos infectados naturalmente, lo que sugiere que el raton podria
ser un modelo de laboratorio apropiado para estudiar la distribucion y carga de N.

caninum.

La presencia del ADN del parasito en las muestras examinadas por PCR en tiempo
real se confirmé en la mayoria de las muestras por una PCR anidada y se observé una alta
concordancia entre ambas técnicas de PCR. Los resultados discrepantes (Feto n° 12)
podrian deberse a un ntimero muy bajo de parasitos detectados sélo por técnicas
altamente sensibles, como la PCR anidada. Cuando ambas técnicas se compararon con la
histologia, solo se observé una débil concordancia, ya que se detecté ADN del parasito en
varias muestras sin lesiones. Esta menor sensibilidad de la técnica histologica frente a las
de PCR puede ser debida a un mal estado de la muestra (autolitica) o al proceso de
muestreo, ya la localizacién de las lesiones y del parasito no es uniforme y la observacion
de las lesiones depende muchas veces del naimero de preparaciones examinadas y tiempo
empleado en examinarlas (Wouda et al., 1997b; Boger & Hattel, 2003). Por otra parte, este

hecho también podria ser debido a la presencia del parasito y a la ausencia de lesiones.
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En resumen, se ha desarrollado un método rapido y adaptable para la
cuantificaciéon de N. caninum utilizando el método SYBR Green I. Esta técnica puede
emplearse como alternativa al recuento de formas parasitarias por inmunohistoquimica o
a la laboriosa técnica de PCR cuantitativa competitiva. El procedimiento desarrollado
aqui, permite una cuantificacion precisa de N. caninum en muestras de tejido por una
técnica reproducible y sensible, pudiendo servir también como instrumento de
diagnoéstico, debido al elevado ntiimero de muestras que se pueden analizar y al corto
periodo de tiempo en el que se obtienen los resultados. La cuantificacién de N. caninum en
muestras de tejido puede ser de utilidad para el estudio de la patogenia, reactivacion,
inmunoprofilaxis y tratamiento de la infeccion en el ganado bovino y en modelos

experimentales.
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5.- Objetivo 2: Desarrollo de un Modelo Murino

Experimental-

*Los resultados de este objetivo han sido comunicados en dos congresos internacionales y

los resultados del objetivo 2.1. han sido aceptados para su publicacién en el Journal of Parasitology:

Collantes-Fernandez, E., G. Alvarez-Garcia, V. Pérez-Pérez, J. Pereira-Bueno, L. M. Ortega-Mora. 2001. A
mouse model of chronic neosporosis: influence of host and parasite factors on the outcome of the infection.
A symposium on all aspects of bovine neosporosis. Edinburgh, Scotland, September 13-15.

Collantes-Fernandez, E., G. Alvarez-Garcia, L Lopez-Pérez, L. M. Ortega-Mora. 2002. Parasite load in blood
and organs related to systemic immune response during acute and chronic Neospora caninum infection in
mice. European Union International Congress Cost- 854. Miinchenwiler, Switzerland, December 20.

Collantes-Fernandez, E., G. Alvarez-Garcia, V. Pérez-Pérez, J. Pereira-Bueno, L. M. Ortega-Mora.
Characterization of pathology and parasite load in outbred and inbred mouse models of chronic Neospora
caninum infection. (Aceptado en el J. Parasitol.)



DESARROLLO DE UN MODELO MURINO EXPERIMENTAL: SUBOBJETIVO 2.1.

En esta parte del estudio se desarroll6 un modelo murino experimental para el
estudio de la patogenia de la infeccion por N. caninum. Para su cumplimiento se
propusieron dos subobjetivos. En el subobjetivo 2.1. se estudiaron diversos factores que
afectan al desarrollo de la infeccién crénica por N. caninum en el modelo murino. Una vez
establecidos las condiciones mds adecuadas para la reproducciéon de la infeccién en el
modelo murino, se desarroll6 el subobjetivo 2.2.: Estudio de la parasitemia y distribuciéon

orgénica durante la infecciéon aguda y crénica por N. caninum en el modelo murino.

5.1. SUBOBJETIVO 21. ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL
DESARROLLO DE LA INFECCION CRONICA POR N. caninum EN EL MODELO
MURINO.

Desde el descubrimiento de N. caninum en 1988 (Dubey et al., 1988b), la mayoria de
la informacién sobre la patogénesis y la respuesta inmune de la infeccién procede de
infecciones experimentales en las que se ha utilizado al ratén como modelo de laboratorio
(Khan et al., 1997; Long et al., 1998; Baszler et al., 1999b; Eperon et al., 1999; Shibahara et
al., 1999; Tanaka et al., 2000b). Sin embargo, dependiendo de la estirpe de ratén utilizada,
el aislado del parasito, dosis y via de inoculacién o tratamiento inmunodepresor (Innes et
al., 2000) los ratones pueden ser resistentes a la infecciéon, desarrollar una infeccién
subclinica o una enfermedad de curso mortal. Debido a estas variaciones, la
caracterizacion de la interaccion entre el parasito y el hospedador, asi como la
determinacion de la influencia de estos factores es necesaria con el fin de desarrollar un
modelo reproducible de la infecciéon que facilite el desarrollo de futuras estrategias de

prevencion y tratamiento de la infeccién en los animales domésticos.

Debido a que la infeccién crénica y reactivacién son las formas més importantes que
utiliza el parasito para transmitirse y persistir en el hospedador, el desarrollo de un
modelo experimental de infeccién crénica seria de gran utilidad para estudiar los
mecanismos que influyen en la reactivacion, aborto y transmisién congénita de N.
caninum. La infeccién crénica se ha evaluado en diferentes modelos de ratén (Lindsay &
Dubey 1989d, 1990b; Lindsay et al., 1995b; McGuire et al., 1997b; Long et al., 1998), atn
asi, existe poca informacién acerca de la influencia de los factores dependientes del

hospedador o del parésito sobre el curso de la infeccién. Asimismo, un componente
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importante que condiciona el desarrollo de la infeccion es la carga parasitaria presente en
los tejidos del hospedador (Long et al., 1998) y a pesar de los numerosos estudios de
infecciones experimentales realizados en el ratén, la informacion acerca de este parametro

es limitada (Long et al., 1998; Baszler et al., 1999b; Liddell et al., 1999a).

El objetivo de este estudio fue investigar la interaccion de la dosis y via de
inoculacion, estirpe de ratén y tratamientos inmunodepresores sobre: (i) la gravedad de la
lesion en diferentes 6rganos (higado, pulmén, corazén y cerebro); (ii) la carga parasitaria
en cerebro; y (iii) la respuesta inmune del hospedador durante la fase crénica de la
infeccion. Asimismo, se estudi6 la relacién entre la carga parasitaria y la lesion en el
cerebro. La estimacién de la carga parasitaria en el cerebro se evalué utilizando la PCR

cuantitativa en tiempo real desarrollada en el primer objetivo.

5.1.1 DISENO EXPERIMENTAL

5.1.1.1. Caracteristicas de los grupos y muestras recogidas

La Tabla 20 recoge las diferentes estirpes de ratones, dosis de inoculacion,
tratamientos inmunodepresores, vias de inoculaciéon y nimero de animales empleados.
Los ratones ICR se inmunodeprimieron con tres tratamientos diferentes (acetato de
metilprednisolona -AMP-, ciclofosfamida -Cy- y vinblastina -VLB-) y fueron inoculados
por via i.p. o s.c. con 4x105 o 10¢ taquizoitos del aislado NC-1. Los grupos de ratones
BALB/c fueron inoculados por via i.p. o s.c. con 10 o 5x10¢ taquizoitos de NC-1. Los
grupos testigos de ratones BALB/c, ICR e ICR inmunodeprimidos se inocularon por via

i.p. con 200 pl de PBS.
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Tabla 20. Resumen de las caracteristicas de los grupos y factores investigados.

Grupo Estirpe Tratamuento Dosis de Via de
murina inmunodepresor NC-1 inoculaciéna

1,2 ICR AMP? 106 s.c./ip.
3,4 ICR AMP 4x10° s.c./ip.
56 ICR Cye 4x105 s.c./ip.
7,8 ICR VLBd 4x10° s.c./ip.
9,10 BALB/c 5x106 s.c./ip.
11,12 BALB/c 106 s.c./ip.
13,14 ICR 4x105 s.c./ip.
15 ICR AMP PBS ip.

16 ICR PBS ip.

17 BALB/c PBS ip.

a10 ratones por via de inoculacién: s.c. (subcutanea) e i.p. (intraperitoneal)

b AMP (acetato de metil prednisolona): se administré 2 mg/animal por via i.p. el dia
-7y 2,5 mg/animal el dia 0 PI. (McGuire et al., 1997b).

¢Cy (Ciclofosfamida): se administr6 15-20 mg/kg por via i.p. los dias -30 y -9 PI.

d VLB (Vinblastina): se administré 1,2 mg/raténpor via i.p. los dias -30 y -9 PL.

Los animales fueron inoculados a las 6 semanas de edad y sacrificados a las 8
semanas PI. La sangre fue obtenida mediante puncién intracardiaca (ver apartado 3.3.1.) y
las muestras de suero se guardaron a -80°C hasta la determinacién de las IgG por IFI. Uno
de los hemisferios cerebrales fue congelado a -80°C para la cuantificaciéon de N. caninum
por PCR en tiempo real y el otro hemisferio cerebral, corazén, higado y pulmones se

tijaron en formol tamponado al 10% hasta ser procesados histol6gicamente.

Los animales fueron evaluados diariamente, sacrificando a aquellos que estaban
moribundos o en fases muy avanzadas de la enfermedad, recolectando sus muestras

segun se ha indicado anteriormente.

5.1.1.2. Estudio histologico

Los tejidos fijados en formol tamponado al 10% fueron procesados segtin se detalla

en el Material y Métodos (ver apartado 3.4.2.1.). El andlisis histolégico se basé en la
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observacion de las lesiones caracteristicas causadas por N. caninum en el ratén (Lindsay &

Dubey, 1989d; Lindsay et al., 1995b) siguiendo el criterio descrito el el apartado 3.4.2.3.

5.1.1.3. Estudio de la carga parasitaria en cerebro

La cuantificacion de N. caninum a partir del ADN extraido de 20 mg de tejido
cerebral (ver apartado 3.4.3.1.2.) se llev6 a cabo empleando la PCR en tiempo real con el
sistema SYBR Green I. Para la cuantificacion del parasito y del ADN del hospedador se
utilizaron los oligonucleétidos de la region Nc-5 y del gen 285 ARNTr, respectivamente.
Las reacciones para la secuencia Nc-5 y el gen 285 ARNr se hicieron en tubos separados y
las muestras se analizaron por duplicado, segtin se explica en Material y Métodos (ver
apartado 3.4.3.4.2. Condiciones de la PCR cuantitativa en tiempo real). El andlisis de las
curvas de fusion del producto de amplificacion de la secuencia Nc-5 se realizé después de

la reaccion de PCR (ver apartado 3.4.3.4.3.).

5.1.1.4. Estudio seroldgico

El estudio de las IgG especificas anti-N. canium en el suero de los ratones se realiz6
por la técnica de IFI. El método se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito

en el Material y Métodos (ver apartado 3.4.1.1.1.).

5.1.1.5. Analisis estadistico

Los factores y grupos estudiados en este experimento se compararon segtn la Tabla
21 siguiendo las indicaciones de Morrison (2002). La prueba U de Mann-Whitney se
empleé para analizar el factor dosis infectiva y estirpe de ratén y el procedimiento de
Bonferroni para el factor via de inoculacion. El factor tratamiento inmunodepresor se
analiz6 utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis y se aplic6 una prueba no paramétrica
de comparaciones multiples cuando se observaron diferencias estadisticamente
significativas para indicar entre que grupos estaba presente dicha significacion. En este
caso un valor de P < 0,05/[k x (k-1)/ 2] fue considerado como estadisticamente

significativo, siendo k el nimero de grupos analizados.
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La comparacién del ntimero de parasitos entre las muestras procedentes de cerebros
de ratones con y sin lesiones se hizo empleando la prueba U de Mann-Whitney.
Finalmente, para evaluar la correlaciéon entre la gravedad de la lesiéon y la carga
parasitaria en cerebro se llevé a cabo un anélisis de regresién, determinando el coeficiente
de correlaciéon de Pearson (), y 72 para determinar el grado de asociacién. Un valor de P <

0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Tabla 21. Resumen de los factores y grupos comparados.

Dosis infectiva Estirpe Tratamiento Via de inoculacién
106vs 4x105 5x106vs 106 ICR vs BALB/c AMP vs Cy vs VLB s.c. Us i.p.
1vs3 9vs11 1 vs1l 3vsbus7 1vs2,3vs4,5vs6
2uvs4 10 vs 12 2vs12 4vs60vs8 7vs8,9vs10,11 vs 12

Us: versus

5.1.2. RESULTADOS

5.1.2.1. Mortalidad v signos clinicos

Muy pocos animales murieron o presentaron sintomas clinicos de la enfermedad.
Los sintomas presentes (inactividad, erizamiento, debilidad y pardlisis del tercio
posterior) se observaron desde la semana 5 a la 8 PI. Un animal de los grupos n° 5 y 11
falleci6 el dia 40 y 53 PI, respectivamente, y dos ratones (grupo n° 9) en los dias 50 y 53 PI.
Los signos clinicos de la enfermedad se observaron en tres ratones del grupo 4 (semana 5
PI) y en un ratén de los grupos 10 y 11 (semana 7 PI). El resto de los animales infectados y
los grupos testigos permanecieron clinicamente normales durante las 8 semanas de

estudio.

5.1.2.2. Desarrollo de lesiones

El namero de animales con lesiones compatibles con la infeccién fue mas elevado,
mostrando una mayor frecuencia los grupos n° 1 al 4 (AMP-ICR) y los grupos n° 9 al 12
(BALB/c) en higado y cerebro (Tabla 22). La intensidad de las lesiones vari6 de ausente

(0) a leve (1) en los grupos infectados con el parasito (grupos no. 1 al 14). Los érganos
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menos afectados fueron el pulmén y el corazén y el que mds el cerebro,
fundamentalmente, en los ratones BALB/c, donde varios animales presentaron lesiones

de grado 1-2 (Figura 12).

Figura 12. (A) Nodulo glial y (B) manguito perivascular (grupo 9). H&E. x 200.

Tabla 22. Presencia de lesiones compatibles y gravedad de la lesién.

N° Higado Pulmén Corazoén Cerebro

grupo a b c a b o« a b c a b c
1 10/10 1 051 4/10 0 01 1/10 0 00 6/10 02 002
2 7/10 05 01 4/10 0 01 3/10 0 01 6/10 02 002
3 5/10 0 005 2/10 0 O00 0/10 0 00 2/10 0 0-0
4 6/10 05 o005 3/10 0 00 1/10 0 00 1/10 0 0-0
5 7/9 05 051 3/9 0 01 2/9 0 01 3/9 0 0-0
6 5/10 03 005 o0/10 0 00 0/10 O 00 0/10 0 0-0
7 5/9 05 005 1/10 0 00 0/9 0 00 1/9 0 0-0
8 4/10 0 005 2/10 0 00 0/10 0 0-0 0/10 0 0-0
9 4/9 0 0-05 3/9 0 01 2/9 0 00 4/9 0 0-1,2
10 8/10 05 005 3/10 0 01 4/10 O0 01 6/10 04 008
11 9/10 05 005 1/10 O 00 2/10 0 00 5/10 01 0-1,2
12 5/10 0 0-0 0/10 0 00 4/10 0 01 5/10 01 0-1
13 1/5 0 0-05 0/5 0 00 0/5 0 00 0/5 0 0-0
14 0/5 0 0-0 0/5 0 00 0/5 0 00 0/5 0 0-0

a: Numero de ratones con lesiones/ntimero de ratones analizados.
b: Mediana de los valores de gravedad de lesion.
c: Cuartiles 25% y 75%.
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Al comparar los diferentes factores se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la gravedad de las lesiones. La lesiéon fue mds grave en los grupos
infectados con las dosis mas altas, observandose diferencias significativas en el cerebro de
los ratones ICR inmunodeprimidos con AMP (2 versus 4, P < 0,05, U de Mann-Whitney) y
en el higado de los ratones ICR-AMP (1 versus 3, P < 0,001) y BALB/c (10 versus 12, P <
0,05). Una tendencia parecida se encontr6 en los otros érganos estudiados pero las

diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Dependiendo del 6rgano analizado, la gravedad de la lesion vari6 segun la estirpe
de ratén. El higado y el pulmén fueron los érganos mas afectados en los ratones ICR
(higado: 1 versus 11, P < 0,05; 2 versus 12, P < 0,01 y pulmén: 2 versus 12, P < 0,05), mientras
que en la estirpe BALB/c fue el SNC (1 versus 11, P < 0,05).

Por otra parte, en relacion con el tratamiento inmunodepresor utilizado, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis). A
pesar de ello, los ratones inmunodeprimidos con AMP tuvieron lesiones mas graves en
cerebro que los tratados con Cy y VLB, pero en corazén y pulmén los resultados fueron
variables. En referencia a la via de inoculaciéon, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente  significativas entre los ratones inoculados subcutdnea e

intraperitonealmente.

Cuando se compararon los grupos infectados con los grupos testigos no infectados
(grupos n° 15-17), se obtuvieron diferencias significativas principalmente en el higado
(gruposn°1, 2,4, 5, 6 y 10) y en el cerebro (grupos n° 2, 9, 10 y 12). Los grupos de ratones
ICR inmunodeprimidos (grupos n° 4, 5 y 6) mostraron significativamente lesiones méas
graves en higado que los grupos de ICR infectados no inmunodeprimidos (grupos n° 13 y

14).

La presencia de taquizoitos de N. caninum en los diferentes 6rganos se detecto,
ocasionalmente, durante el examen de las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina.
En el cerebro se observaron grupos de taquizoitos del parasito de un caso (grupo n° 10) y

quistes tisulares en tres (grupos n°9, 10 y 11) (Figura 13).
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Figura 13. Quiste de N. caninum en el
cerebro de un ratén perteneciente al

grupo 10. H&E x1000.

5.1.2.3. Estudio de la carga parasitaria en cerebro

Los resultados finales se expresaron como ntmero de parasitos por ng de ADN del
hospedador. Cada muestra fue normalizada basandose en la cantidad de ADN del
hospedador utilizando la PCR en tiempo real del gen 285 ARNr, de esta forma los valores
obtenidos son comparables entre las diferentes muestras. La amplificacién del gen 285
ARNr fue también utilizada para excluir falsos negativos de la PCR de N. caninum. Por
otra parte, el andlisis de las curvas de temperatura de fusion detecté un anico producto en

las muestras con ADN de N. caninum con una temperatura de 79,0°C.

La presencia del ADN del parésito se detect6 en el cerebro por PCR en tiempo real
en un mayor nimero de ratones procedentes de los grupos 1 al 4 (ICR-AMP) y del 9 al 12
(BALB/¢) (Figura 14).

Figura 14. Porcentaje de ratones con cerebros positivos a N. caninum.
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Cuando los resultados se analizaron estadisticamente, el aumento de la carga
parasitaria se relacioné con un aumento de la dosis infectiva (Figura 15), encontrandose
diferencias estadisticamente significativas entre los ratones BALB/c inoculados con 5x10°
taquizoitos y los inoculados con 10° (9 versus 11, P < 0,05, U de Mann-Whitney). Por el
contrario, un aumento en la dosis infectiva en los ratones ICR sélo tuvo un efecto minimo,

no estadisticamente significativo, sobre la carga de ADN del parasito en cerebro (P > 0,05).

En relaciéon con el tratamiento inmunodepresor administrado se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05, H de Kruskal-Wallis). Utilizando una
prueba no paramétrica de comparaciones mdltiples, las diferencias significativas se
obtuvieron entre AMP y Cy, observandose una mayor carga parasitaria en los ratones

inmunodeprimidos con AMP que con Cy (3 versus 5, P < 0,01).

Figura 15. Las barras del gréafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la
carga parasitaria en cerebro (nimero de parasitos por ug de ADN del hospedador) determinada

por PCR en tiempo real.

20 7

Nuamero de parasitos /ug ADN
=
Q1 (e}

wBag m -IIll

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

o

Grupo

Cuando se analizé el factor via de inoculacién no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas. Por otra parte, se observé una relacién entre la carga
parasitaria y la presencia de quistes del parasito detectados en cerebro durante el examen
histolégico. Cuando los tres ratones BALB/c con quistes tisulares se analizaron por PCR

en tiempo real, se obtuvieron altos niveles de ADN del parasito en dos de ellos (144,8 y
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109,6 zoitos/ng de ADN) en comparacion con la mediana del grupo correspondiente (3,1

y 0,4 zoitos/pg de ADN, respectivamente).

5.1.2.4. Asociacion entre lesidn y carga parasitaria en cerebro

Se comparo¢ la carga parasitaria en muestras de cerebro con lesiones y sin lesiones,
observandose un nimero de parasitos/pug de ADN significativamente mas elevado en las
muestras procedentes de cerebros con lesiones que en aquellas sin lesiones (P < 0,01, U de
Mann-Whitney). También se realizé un anélisis de regresion simple para establecer una
relacion entre la gravedad de la lesion y la carga parasitaria en cerebro. En los ratones
ICR, el coeficiente de correlacién fue bajo y no significativo (r2= 0,01; P > 0,05) mientras
que en los ratones BALB/c se observ6 una correlacion estadisticamente significativa con

un grado de asociaciéon moderado (2= 0,6; P < 0,0001) (Figura 16).

Figura 16. Correlacién entre el grado de lesion y la carga parasitaria (ntimero de
parésitos/pg ADN) en cerebro mediante un analisis de regresién simple. (A): ratones ICR; (B):

ratones BALB/c.
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5.1.2.5. Respuesta immune humoral

Los titulos de anticuerpos fueron significativamente més altos en los ratones
BALB/c que en los AMP-ICR (grupo 1 versus 11, P < 0,05, U de Mann-Whitney) (Figura
17).

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
factor tratamiento inmunodepresor (P< 0,05, H de Kruskal-Wallis) siendo mas elevados en
los ratones AMP-ICR comparados con Cy y VLB (grupo 4 versus 6 y 8, P< 0,01, prueba no

paramétrica de comparaciones multiples).

Por otra parte, no se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando

se analizaron los factores dosis infectiva o via de inoculacién.

Figura 17. Las barras representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de los titulos de

IgG determinados por IFI a las 8 semanas P1
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5.1.3. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue investigar la influencia de diferentes factores
dependientes del hospedador y del parasito sobre el desarrollo de la infecciéon crénica en el
raton. La infeccion causada por N. caninum en el bovino no gestante es generalmente
persistente y asintomaética, sin embargo las consecuencias en vacas gestantes son el aborto,
nacimiento de terneros débiles o sanos pero congénitamente infectados (Innes et al., 2002).
El desarrollo de modelos de infecciéon crénica en el ratéon podrian ser de utilidad para
comprender la persistencia del parésito en el SNC y conocer los factores que pueden influir

en la reactivacion del parasito.

Con el objetivo de establecer una infeccién crénica caracterizada por la presencia de
lesiones y del parésito en el cerebro (Lindsay et al., 1995b), se seleccionaron diversas dosis
infectivas y protocolos de inmunodepresiéon. La presencia y cuantificacion del parasito se
determinaron en el cerebro, 6rgano dénde con mas frecuencia se localizan en la infecciéon
créonica las dos fases del parasito, tanto en los hospedadores naturales como

experimentales.

En el presente estudio, la infeccion fue clinicamente inaparente en la mayoria de los
casos, asociada con un bajo nimero de parasitos y lesiones leves. Sin embargo, diferentes
factores influyeron en su desarrollo, como por ejemplo la estirpe de ratén. Las estirpes
utilizadas en este estudio fueron BALB/c e ICR. Los ratones BALB/c pueden desarrollar
neosporosis clinica y son los mas utilizados como modelo de laboratorio de la infeccién por
N. caninum. Por otro lado, los ratones no consanguineos son relativamente resistentes a la
infeccién, sin embargo se han empleado en el modelo de ratona gestante (Cole et al., 1995;
Quinn et al., 2002a), para producir quistes en el cerebro (McGuire et al., 1997b) o para el
aislamento del parésito inoculando los tejidos procedentes de animales naturalmente
infectados en ratones inmunodeprimidos (Dubey et al., 1998a; Canada et al., 2002). En este
sentido, el tratamiento con farmacos inmunodepresores como el AMP es necesario para
superar la resistencia a la infeccién, produciéndose una infeccién aguda o crénica segun la
cantidad de AMP administrada (Lindsay & Dubey, 1989d). Al comparar las dos estirpes de
raton, las lesiones en cerebro fueron mas reproducibles y observamos una mayor carga

parasitaria en la estirpe BALB/c que en la ICR. Esto indica que los ratones BALB/c fueron
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mas receptivos a una infeccion crénica por N. caninum que los ICR, a pesar de estar
inmunodeprimidos. Los resultados serolégicos también revelaron diferencias entre las dos
estirpes, observandose titulos mas altos en los ratones BALB/c que en los ICR, seguramente
debido al efecto del tratamiento inmunodepresor sobre el sistema inmune. Asimismo, se
detectaron sé6lo quistes parasitarios en el cerebro de ratones BALB/c aunque en un ntimero
muy reducido, pero debemos sefialar que es dificil la observacién de fases del parasito
mediante la tincion con hematoxilina y eosina y que quizd con técnicas
inmunohistoquimicas hubiera sido posible la identificacién de un nimero maés elevado de
quistes tisulares o taquizoitos. En este sentido, un estudio anterior realizado por McGuire et
al. (1997b) utilizando técnicas inmunohistoquimicas con el anticuerpo anti-BAGS5, el cudl se
une especificamente a las proteinas de los bradizoitos, encuentran un mayor namero de
quistes tisulares en ratones ICR inmunodeprimidos con AMP que en BALB/c. Sin embargo,
en dicho estudio utilizaron otros aislados del parésito (NC-2 y NC-Liv). Particularmente,
con el aislado NC-Liv encuentran un mayor nimero de quistes que con NC-2. En nuestro
experimento, NC-1 indujo el desarrollo de un reducido nimero de quistes tisulares, lo que
evidencia diferencias notables en la capacidad de formaciéon de quistes entre los distintos
aislados de N. caninum. Otros estudios han examinado también la receptividad de
diferentes estirpes de ratén a la infeccién por N. caninum. Khan et al. (1997) investigaron la
receptividad a la infeccion durante las dos primeras semanas PI entre las estirpes
consanguineas A/J, C57BL/6, BALB/c y la estirpe CD-1 no consanguinea y no detectaron
diferencias. Los ratones mostraron una leve inflamacion y algan taquizoito en el cerebro. El
resto de los organos permanecieron normales y los animales no desarrollaron
sintomatologia. La receptividad entre las estirpes consanguineas BALB/c, C57BL/6 y
B10.D2 fue también investigada en otro estudio a las 6 semanas PI. En este caso si se
observaron diferencias, siendo las estirpes BALB/c y C57BL/6 mas sensibles al desarrollo

de lesiones cerebrales que los ratones B10.D2 (Long et al., 1998).

En nuestro experimento también se evalué el efecto del tratamiento
inmunodepresosor incluyendo corticoides (AMP) y agentes citotéxicos (Cy y VLB) en los
ratones ICR. El acetato de metilprednisolona es un glucocorticoide usado ampliamente
como inmunodepresor y antiinflamatorio y entre sus efectos esta el reducir los monocitos
en sangre y las subpoblaciones de células T in vivo, modular la produccién y los efectos de

las citoquinas e inhibir la induccién de la sintesis de NO en macréfagos y otras células
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fagociticas (Rousseau et al., 1998). La ciclofosfamida y vinblastina son, ademas de
inmunodepresores celulares, potentes citostaticos utilizados como antitumorales. La
ciclofosfamida induce pancitopenia y es particularmente téxica para los neutréfilos con
minimos efectos sobre los macrofagos (Barthold & Souza, 1995). La vinblastina, al igual
que la ciclofosfamida, inhibe la replicacién del ADN, la mitosis y la respuesta inmune. El
desarrollo de las infecciones en los ratones se vi6 parcialmente afectado por la
administracion de estos tratamientos. El higado y los pulmones fueron los érganos méas
afectados, mientras que las lesiones y cargas parasitarias en el cerebro fueron minimas.
Este resultado podria indicar que los ratones ICR sufrieron una infeccién aguda, pero
seguramente su sistema inmune pudo controlar la infeccién en fases avanzadas. Este
hecho podria haber estado también relacionado con la inhibicién de la multiplicacion
asexual del taquizoito, al ser la Cy y VLB farmacos antimitéticos o que a las dosis
administradas s6lo hayan tenido un efecto bajo-medio sobre el establecimiento de la
infeccion crénica. El tratamiento inmunodepresor con AMP fue el mas apropiado para
reproducir la infeccién crénica como ya se ha descrito previamente (Lindsay & Dubey,
1989d). Los ratones inmunodeprimidos con AMP tuvieron lesiones mas graves y mayor

carga parasitaria en el cerebro que los inmunodeprimidos con Cy y VLB.

En lo que concierne a la dosis infectiva, se ha podido observar que a mayor dosis,
mayor intensidad de las lesiones, y, en la estirpe BALB/c también mayor cargas del
parésito en el cerebro. Estos hallazgos sugieren que la habilidad del animal para controlar
la expansion de la infeccion parece depender de la dosis infectiva inicial. Long et al. (1998)
describieron un incremento significativo en el nimero de lesiones asociado a un aumento
del inoéculo del parasito. Gottstein et al. (2001) observaron sintomas madas graves y un
aumento en la deteccion del ADN del parasito por PCR en los grupos de ratones
inoculados con la dosis més alta. La influencia de la dosis infectiva sobre la respuesta
inmune desarrollada ha sido también estudiada en infecciones experimentales en el
modelo bovino. En este caso en los animales inoculados con una dosis més alta de
taquizoitos, las IgG especificas se detectaron antes y los titulos fueron mas elevados desde
la segunda a la quinta semana PI (Maley et al, 2001). En nuestro experimento no
observamos diferencias al analizar el factor dosis en relacién con el titulo de anticuerpos,
este hecho puede ser debido a que sélo se midieron los niveles de IgG al final del

experimento (semana octava) cuando los anticuerpos han llegado a su nivel maximo.
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También se demostré en este estudio una asociacién entre la gravedad de la lesion y
la carga parasitaria en el cerebro, pero sélo en los ratones de la estirpe BALB/c, los cuales
presentaron en el cerebro una lesién mas grave y mayor carga de pardasitos. En el caso de
los ratones ICR inmunodeprimidos esta relaciéon no existié. En los animales sin lesiones o
con una lesion leve en el cerebro se detecté una carga parasitaria baja, por esta razén se
podria sugerir que la presencia del parasito en cerebro contribuye al desarrollo de la
lesién pero parece que es necesario al menos un ntiimero de parasitos umbral. Shibahara
et al. (1999) demuestran que la inflamacion es mas intensa segin aumenta el ntimero de
taquizoitos y Long et al. (1998) usando inmunohistoquimica, observan un ntimero mas
elevado de taquizoitos intralesionales en los ratones BALB/c y C57BL/6, los cuales

habian tenido lesiones mas graves en cerebro que los ratones B10.D2 resistentes.

Finalmente, el presente estudio proporciona informacién sobre la respuesta a la
infeccion en funcién de la via de inoculacién. En el caso de la inoculacién por via i.p.,
supuestamente el pardsito estaria presente primero en cavidad peritoneal infectando
todos los o6rganos adyacentes y produciéndose la exposicion rédpida e intensa de los
taquizoitos por las células presentadoras de antigeno. La inoculacién por la via s.c.
posiblemente provoque que los taquizoitos migren al nédulo linfatico local y el antigeno
sea procesado de forma diferente. Los resultados obtenidos en trabajos anteriores
relacionados con la via de inoculacién son contradictorios. Un estudio reciente en un
modelo de ratona gestante (Quinn et al., 2002a) describe que las lesiones en el cerebro son
mas graves en los animales inoculados por via s.c. Esta observaciéon coincide con otro
estudio del mismo grupo investigador en el que demostraban que los ratones infectados
por via i.p. no desarrollaron signos clinicos de la enfermedad ni lesiones en el cerebro
(Atkinson et al.,, 1999). Sin embargo, otros grupos han demostrado que los ratones
experimentalmente infectados con N. caninum por via i.p. morian antes después de sufrir
neumonia, miositis o encefalitis que los inoculados por via s.c. (Lindsay & Dubey, 1989d).
En nuestro experimento no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al

comparar las dos vias de inoculacién.
En conclusioén, este estudio proporciona evidencias de que diferentes aspectos de la

interaccién entre el hospedador y el parasito pueden contribuir al desarrollo de la

infecciéon por N. caninum. Los resultados obtenidos sugieren que la infeccién en el ratén
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estuvo influenciada por (i) la estirpe del raton: BALB/c fue mds apropiada para el
desarrollo de la infecciéon crénica que la estirpe ICR; (ii) tratamiento inmunodepresor:
AMP fue mas efectivo que Cy y VLB y (iii) dosis infectiva: la dosis més alta produjo una
mayor gravedad de la infeccién. Ademas la PCR en tiempo real permitié estudiar la

relacion entre lesion y carga parasitaria.
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Una vez establecidos los factores mas adecuados para la reproducciéon de la
infeccion por el parasito en el modelo murino, como son la estirpe de ratéon (BALB/c),
dosis (= 10¢ taquizoitos) y via de inoculacién (s.c. o i.p.) se realizo el siguiente subobjetivo,
en el cudl se investigd la parasitemia, distribucién-cuantificacién organica del parasito,
respuesta inmune del hospedador y las variaciones existentes en funcién del aislado

utilizado.

5.2. SUBOBJETIVO 2.2. ESTUDIO DE LA PARASITEMIA Y DISTRIBUCION
ORGANICA DE N. caninum DURANTE LA INFECCION AGUDA Y CRONICA EN EL
MODELO MURINO.

La infeccién por N. caninun en el ratén se caracteriza por una fase inicial en la que se
observa una hepatitis necrética y una neumonia granulomatosa y linfohistiocitica, y una
fase crénica consistente en la presencia del parasito en el SNC y encefalitis como lesiéon
principal (Lindsay & Dubey, 1989d, 1990b; Lindsay et al., 1995b; Baszler et al., 1999b). Los
6rganos donde con mas frecuencia se ha detectado el parasito en diferentes experimentos
con ratones han sido el pulmén y cerebro (Eperon et al., 1999; Liddell et al., 1999b;
Nishikawa et al., 2001b).

Por otra parte, el ratén ha ofrecido un buen modelo para caracterizar y comparar la
patogenicidad entre los aislados de N. caninum (Lindsay et al., 1995b; Atkinson et al., 1999;
Quin et al., 2002a), demostrdandose que la gravedad de la infecciéon puede variar en
funcion del aislado empleado. El desarrollo de la infecciéon también depende del tipo de
respuesta inmune desarrollada. La resistencia a N. caninum ha sido asociada con una
respuesta celular de tipo Thl (IL-12 e IFN-y) mientras que una mayor sensibilidad a la
infeccion esté relacionada principalmente con el tipo Th2 (IL-4) (Long et al., 1998; Baszler
et al., 1999b; Baszler et al., 2000). Las células B también desempefian un importante papel

en el desarrollo de una inmunidad protectora (Eperon et al., 1999).

Actualmente, no hay ningtn estudio referente a la presencia, duracién y
multiplicacién del parasito en la sangre y en los diversos érganos en el modelo murino.
Por tanto, en este subobjetivo se determiné en qué érganos se localizaba el parasito

durante la fase aguda y crénica de la infeccion y se comparé la patogenicidad de dos
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aislados de N. caninum (NC-Liv y NC-1) en el modelo murino. Para este propoésito, se
estudio la carga parasitaria en diferentes 6rganos y la respuesta inmune del hospedador
(IgGl y IgG2a) durante el curso de la infeccién en ratones BALB/c inoculados con
taquizoitos de los aislados NC-Liv y NC-1. La presencia del parésito en sangre y ganglios
linfaticos fue también analizada con el objetivo de estudiar la via de diseminacién del

parasito en el hospedador.

La cuantificacién de N. caninum en los tejidos del hospedador se llevé a cabo
mediante la PCR en tiempo real desarrollada en el objetivo 1, la cual ademés fue
empleada para estudiar la relacion entre la presencia de sintomas y la carga parasitaria en

el cerebro.

5.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

5.2.1.1. Caracteristicas de los grupos y muestras recogidas

Cincuenta y cinco ratones BALB/c fueron infectados a las 6 semanas de edad con
10¢ taquizoitos del aislado NC-Liv (grupo 1) o NC-1 (grupo 2) por via i.p. El grupo testigo
(grupo 3) estuvo formado por 54 ratones BALB/c inoculados con 200 ul de PBS por via
i.p. Tres animales de cada grupo se sacrificaron aleatoriamente en los dias 1, 2, 3, cada dos
dias hasta el dia 21 y, finalmente, una vez a la semana hasta el dia 63 PI, en el cual, todos
los ratones que sobrevivieron fueron sacrificados. El dia de la inoculaciéon fue considerado

como el dia 0 PI.

Los ratones fueron examinados diariamente por la misma persona, anotandose la
presencia de sintomatologia e incidencias. Los animales con sintomatologia grave,

incapaces de comer y beber se sacrificaron y se procedi6 a la recogida de muestras.

La sangre fue obtenida mediante puncién intracardiaca (300-500 pl) depositandose
en tubos con EDTA (ver apartado 3.3.1.). El plasma se obtuvo por centrifugacion,
guardandose a -80°C hasta la determinaciéon de IgG1 e IgG2a por ELISA. El sedimento
formado por células sanguineas se conservé no mas de 24 h a 4°C hasta la extracciéon del

ADN para la cuantificacion del parasito en sangre. Al realizar la necropsia se recogieron:
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bazo, ganglios linfaticos mesentéricos, iliacos, mediastinicos y cervicales, higado,
pulmones y cerebro. Estos 6rganos se conservaron a -80°C hasta la cuantificacién de N.

caninum por PCR.

6.1.2. Extraccion de ADN

El ADN para la realizaciéon de la PCR en tiempo real fue extraido de 10-20 mg
procedente de los 6rganos recogidos utilizando para ello una prueba comercial (ver
apartado 3.4.3.1.2.). Los ganglios linfadticos mesentéricos e iliacos se procesaron en una
tnica muestra denominada ganglios linfaticos inferiores y los mediastinicos y cervicales
como ganglios linfaticos superiores. El ADN de las muestras de sangre se aislé empleando

la prueba comercial “GenomicPrep blood DNA isolation kit” (Amersham Pharmacia).

6.1.3. PCR cuantitativa en tiempo real

Para la determinacién de la carga parasitaria en las muestras de sangre y en los
6rganos recogidas se llevé a cabo la PCR en tiempo real desarrollada en el objetivo 1
utilizando el método SYBR Green I (ver apartado 3.4.3.4.2.). El analisis de las curvas de
fusiéon del producto de amplificaciéon de la secuencia Nc-5 se realizé después de la
reacciéon de PCR (ver apartado 3.4.3.4.3.). La cuantificacién de N. caninum y del ADN del
hospedador se llev6 a cabo mediante interpolacién del Ct de la muestra sobre una curva
estdandar construida con concentraciones conocidas del ADN del parasito o del ADN
gendmico, respectivamente (ver apartado 3.4.3.4.1.). Los resultados se expresaron como
numero de parésitos por ng de ADN analizado y se representaron como la mediana de los

valores correspondientes a cada grupo y 6rgano.

5.2.1.4. Determinacion de IeG2a e IgG1 anti-N. caninum

Los isotipos IgG2a e IgGl anti-N. caninum se determinaron mediante un ELISA
indirecto en el plasma de los ratones sacrificados en los dias sefialados anteriormente (ver
apartado 3.4.1.2.1.). Los resultados se expresaron como valores de densidad 6ptica a 450

nm y se representaron como la mediana en cada grupo.

149



DESARROLLO DE UN MODELO MURINO EXPERIMENTAL: SUBOBJETIVO 2.2.

5.2.1.5. Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney considerando los valores de P < 0,05 estadisticamente significativos.
Para estimar si las distribuciones de la carga parasitaria obtenidas con los dos aislados en
los diferentes 6rganos, correspondian a un mismo modelo de poblacién, se aplico el
método estadistico de simulaciéon “bootstrap”, mediante el cual se remuestrean los datos
obtenidos un ntimero elevado de veces (ver apartado 3.5.5.). Para comparar el niimero de
parésitos entre las muestras procedentes de cerebros de ratones con y sin sintomas se
empled la prueba U de Mann-Whitney. Por otra parte, para evaluar el efecto de la carga
parasitaria en cerebro y el aislado sobre la presencia de sintomas se aplicé un anélisis de
regresion logistica (ver apartado 3.5.4.). En un primer paso, el log de la carga parasitaria
en cerebro y los sintomas se analizaron utilizando el siguiente modelo: Log (7/1- 1) = a + fo
+ p1X. En el segundo paso, se analizaron el log de la carga parasitaria en cerebro del
aislado NC-Liv utilizando el modelo 2: Log (/1- ) = po + p1X. Los andlisis de “bootstrap”
y de regresion logistica se realizaron tomando el logaritmo de la carga parasitaria y los

caculos se llevaron a cabo con el programa SAS version 8.02 (SAS Institute Inc.)

5.2.2. RESULTADOS

5.2.2.1. Mortalidad y sintomatologia

Los ratones de los grupos infectados (grupos 1 y 2) permanecieron sin signos de
enfermedad aparentes durante los primeros dias PI, sin embargo a partir del dia 10 PI se
observaron sintomas compatibles con neosporosis en algunos animales. Los primeros
sintomas que se observaron fueron erizamiento del pelo y apatia, y después inmovilidad
y apatia. Progresivamente, un mayor nimero de animales infectados con el aislado NC-
Liv desarrollaron sintomatologia y tres animales de este grupo mostraron sintomas
nerviosos (debilidad y paralisis del tercio posterior, temblores de la cabeza, torneo y
marcha en circulo). Un ratén inoculado con NC-Liv tuvo que ser sacrificado en el dia 28 PI
debido a la presencia de sintomatologia nerviosa grave. Alrededor de la quinta semana PI,

los signos de enfermedad se fueron resolviendo en la mayoria de los ratones.
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El resto de los ratones infectados y testigos permanecieron clinicamente normales
hasta el final del experimento (dia 63 PI). El ntimero de animales con sintomas
compatibles con la infeccién por N. caninum varié considerablemente entre los grupos
infectados, en los ratones inoculados con el aislado NC-Liv (grupo 1), un total de 14
animales de 55 tuvieron sintomas, por el contrario en el grupo inoculado con NC-1, sélo

un ratén de 55 mostré sintomatologia.

Al realizar la necropsia se observé linfoadenopatia y esplecnomegalia en los

animales infectados con ambos aislados desde el dia 3 al 19 PI.

5.2.2.2. Cinética del parasito en sangre y ganglios linfaticos

El ADN de N. caninum se detect6 en sangre desde el dia 1 al 5 PI en todos los
animales infectados. En el dia 7 PI el parasito fue detectado s6lo en tres animales, dos
inoculados con NC-1 y uno con NC-Liv. El nimero de parésitos mas elevado se observo
en el dia 1 PI, disminuyendo rdpidamente a partir de este dia hasta el 7 PI (Tabla 23).
Después, la parasitemia fue transitoria, detectindose esporddicamente y con niveles del
parésito muy reducidos. Comparando los dos aislados, el grupo de ratones BALB/c
infectados con NC-Liv (grupo 1) tuvo mayor carga parasitaria en sangre que el grupo
infectado con NC-1 (grupo 2) pero las diferencias no fueron estadisticamente

significativas (P > 0,05, U de Mann-Whitney).

En los ganglios linfaticos superiores (mediastinicos y cervicales) e inferiores
(mesentéricos e iliacos) se detecté6 una cantidad de ADN de N. caninum muy baja y de

manera intermitente durante el curso del experimento y hasta el dia 49 PI (Tabla 23).

En el grupo testigo (grupo 3) todas las muestras fueron negativas, segin se
esperaba. Por otro lado, el andlisis de las curvas de fusién detecté un solo producto con
una temperatura de 79,0°C en las muestras con ADN de N. caninum de sangre y ganglios

linfaticos.
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Tabla 23. Detecciéon del ADN de N. caninum por PCR en tiempo real en sangre, ganglios
linfaticos superiores (mediastinicos y cervicales) e inferiores (mesentéricos e iliacos) de los

ratones infectados con el aislado NC-Liv (grupo 1) y NC-1 (grupo 2).

Dias Sangre 2 Ganglios superiores 2 Ganglios inferiores 2
PI NC-Liv ~ NC-1 NC-Liv NC-1 NC-Liv NC-1
(grupol) (grupo?2) (grupo1) (grupo2)  (grupol)  (grupo?)

1 3/3 ++++ 3/3 +++ 2/2 +++ 2/2 +++ 3/3 + 2/2 +

2 3/3 ++++  3/3 +++ ND ND 2/3 + 3/3 +

3 3/3 ++ 3/3 + 2/3 + 0/3 - 3/3 + 3/3 +++
5 3/3 ++ 3/3 + 2/3 + 2/2 + 1/3 + 1/3 +

7 2/3+ 2/3 + 1/3 + 0/3 - 1/3 + 1/3 +

9 0/3- 0/3 - 0/2 - 3/3 + 2/3+ 0/3 -
1 1/3 + 0/3 - 1/3 + 0/3 - 0/3 - 0/3 -
13 0/3 - 0/3- 1/3 + 0/3 - 0/3 - 0/3 -
15 0/3 - 0/3 - 3/3 + 3/3 + 3/3 + 3/3 +
17 0/3 - 0/3 - 2/3 ++ 2/3 + 2/3 + 2/3 +
19 1/3 + 0/3 - 0/2 - 0/3 - 2/3 + 0/3 -
21 0/3- 0/3 - 2/3 + 2/3 + 2/3 + 2/3 +
28 0/4 - 0/3 - 2/4 + 0/3 - 2/4 + 2/3 +
35 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3 - 2/3 + 2/3 +
42 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3 -
49 0/3 - 0/3- 3/3 + 1/3 + 0/3 - 1/3 +
56 0/3 - 1/3 + 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3 -
63 0/3 - 0/4- 0/3 - 0/4 - 0/3 - 0/4 -

Enlos dias indicados se sacrificaron 3 ratones por grupo, exceptuando el grupo 1 en el dia 28,
en el que se sacrificaron 4 animales (el cuarto ratén tuvo que ser sacrificado debido a la
presencia de sintomas nerviosos graves), y el dia 63, en el se sacrificaron 3 y 4 animales
correspondientes a los grupos 1y 2, respectivamente.

aLas fracciones representan ntiimero de ratones positivos por PCR en tiempo real/ namero de
ratones analizados. Los valores representan carga parasitaria expresada como mediana del
ntmero de parasitos por pg de ADN del hospedador. Una "-" indica 0 parasitos/ ug de ADN,
41 0-1, "+ >1-10, "H++" >10-102, "+++" >102-103 y "++++" >103-104 parésitos/pg de ADN.

ND: muestras no disponibles
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5.2.2.3. Cinética del parasito en bazo, higado, pulmén v cerebro

Aunque hubo variaciones individuales, los ratones infectados con NC-1 o NC-Liv
tuvieron patrones de carga parasitaria en bazo y higado parecidos a los presentados en
sangre periférica (Figura 18). En bazo e higado el ADN de N. caninum fue detectado desde
el dia 1 PI hasta el 5 y 7 PI, respectivamente. El nimero maximo de parasitos se observé
en el dia 1 PI, después disminuy¢ llegando ser indetectable en ambos 6rganos, excepto en
el bazo de un ratén infectado con NC-Liv el cual fue sacrificado en el dia 28 PI. Cuando la
carga parasitaria fue investigada en los pulmones, se detect6 ADN del parésito desde el
dia 1 al 11-13 PI. En lo que se refiere a la carga parasitaria se observé el maximo en los
dias 1 o 2 PI en los ratones infectados con NC-1 y NC-Liv, respectivamente. La carga
parasitaria en bazo, higado y pulmones fue muy parecida entre los ratones infectados con
ambos aislados y no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05, U
de Mann-Whitney), excepto en el dia 1 PI en higado dénde los ratones infectados con NC-
1 tuvieron mayor carga parasitaria que los infectados con NC-Liv (P < 0,05). En cerebro, el
ADN de N. caninum fue detectado desde el dia 5-7 hasta el final del experimento (dia 63).
En el grupo infectado con NC-Liv (grupo 1) sélo un ratén fue positivo en el dia 5, sin
embargo en el dia 7 PI resultaron todos positivos (n = 3). En el caso de los ratones
infectados con NC-1, el ADN del parésito fue detectado en dos animales el dia 7 PI, y en
todos (n = 3) en el dia 9 PI. Respecto a la carga parasitaria ésta alcanzé un pico el dia 13 PI,
que fue mas marcado en el grupo de ratones infectado con el aislado NC-Liv que en los
infectados con NC-1. Después, a pesar de las variaciones individuales presentes, el
nimero de parasitos disminuy6 gradualmente, pudiéndose detectar el ADN del parasito
hasta el final del experimento. Comparando la carga parasitaria entre los grupos 1y 2, el
grupo de ratones infectado con NC-Liv tuvo mayor nimero de parasitos que los
inoculados con NC-1 (P < 0,05, U de Mann-Whitney), encontrdndose también diferencias

estadisticamente significativas en los dias 13, 19 y 56 PI (P < 0,05).
No se detect6 ADN de N. caninum en los animales testigos durante todo el

experimento y en el andlisis de las curvas de fusiéon se detecté un solo producto con una

temperatura de 79,0°C en las muestras con ADN de N. caninum.
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Figura 18. Cinéticas del numero de parasitos en (A) bazo, (B) higado, (C) pulmoén y (D) cerebro de los ratones infectados con NC-1 (grupo 1) y NC-Liv (grupo 2). En los

dias indicados se sacrificaron 3 ratones por grupo, exceptuando el grupo 1 en el dia 28, en el que se sacrificaron 4 animales (el cuarto ratén tuvo que ser sacrificado debido

a la presencia de sintomas nerviosos graves), y en el dia 63, en el que se sacrificaron 3 y 4 animales correspondientes a los grupos 1y 2, respectivamente. Los resultados

estan expresados como la mediana del nimero de parasitos por pg de ADN del hospedador. Teniendo en cuenta que el limite de deteccién de la PCR en tiempo real es 10~

taquizoitos, todas las muestras positivas fueron > 0,1 taquizoitos y las negativas (0 taquizoitos) se representaron en la escala logaritmica con un valor < 0,1 taquizoito.* P <
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5.2.2.4. Estudio de simulacion por “bootstrap”

El estudio de simulacién por “bootstrap” mostré importantes diferencias en la carga
parasitaria en cerebro entre los aislados NC-Liv y NC-1, correspondiendo la mayor carga
parasitaria al aislado NC-Liv. En el higado, la gréfica sugiere también dos distribuciones
diferentes para cada aislado, perteneciendo, en este caso, la mayor carga parasitaria al
aislado NC-1. Las distribuciones de ambos aislados en el resto de los 6rganos fueron

comparables (Figura 19).

Figura 19. Distribuciones obtenidas por “bootstrap” en (A) cerebro, (B) higado, (C) sangre, (D)
pulmén y (E) bazo, para el aislado NC-Liv (linea discontinua) y NC-1 (linea continua). En el eje de
abscisas estan representados los valores del log de la carga parasitaria y en el de ordenadas el

numero de observaciones o remuestreos efectuados.
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5.2.2.5. Determinacion de IeG2a e IgG1 anti-N. caninum

La cinética de los isotipos IgG2a e IgG1 especificas de N. caninum fue similar en los
grupos 1y 2 (Figura 20). Los niveles de IgG2a e IgG1 permanecieron al mismo nivel que el
grupo testigo durante los dos primeros dias PI. En el dia 3 PI se detecté un ligero aumento
de las inmunoglobulinas IgG2a, que fue més evidente en el dia 7 PI. Los niveles mas altos
de IgG2a se observaron durante las altimas tres semanas PI (desde el dia 49 al 63 PI). El
incremento de las inmunoglobulinas IgG1 fue detectado desde el dia 5 PI hasta el final del

experimento, alcanzando un pico desde el dia 49 al 63 PI.

Aunque se detectaron niveles altos de ambos isotipos especificos de N. caninum, los
ratones tuvieron mayor concentraciéon de IgG2a que de IgG1l durante las dos primeras
semanas PI, después la produccion de IgGl fue la predominante hasta el final del

experimento.

Los ratones testigos permanecieron seronegativos a N. caninum (OD<0,08 unidades)

durante todo el experimento.

Figura 20. Cinéticas de los isotipos IgG2a e IgG1 anti- N. caninum de los ratones BALB/c
infectados con los aislados (A) NC-Liv o (B) NC-1. Cada punto representa la mediana del valor de

absorbancia del grupo a 450 nm.
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5.2.2.6. Asociacion entre sintomas y carga parasitaria en cerebro

Para determinar si la presencia de sintomas estaba relacionada con la carga

parasitaria en cerebro, se comparé el niimero de parasitos en el cerebro de los ratones con

y sin signos sintomatologia. Los grupos que se compararon estaban formados por 15

ratones con signos clinicos compatibles con neosporosis (14 inoculados con NC-Liv y 1

con NC-1) y 95 ratones infectados sin sintomas. Los resultados mostraron un nimero de

parésitos significativamente superior en las muestras de los ratones con sintomas que en

aquellos sin sintomas (P < 0,05, U de Mann-Whitney) (Figura 21).

Figura 21. Carga parasitaria en cerebro de los ratones con y sin sintomas.
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Por otra parte, aplicando un andlisis de regresion logistica se evalud si la carga
parasitaria en cerebro y el aislado interactuaban sobre la presencia de sintomas. Los
resultados obtenidos en el primer modelo (Tabla 24) demostraron que la capacidad
infectiva de los dos aislados fue diferente, lo que se confirmé con los resultados del
modelo 2 donde el log de la carga parasitaria en cerebro result6 un adecuado predictor de

la presencia de sintomatologia para el aislado NC-Liv.

Tabla 24. Resultados del andlisis de regresion logistica.

Parametro Intervalo de

Estimador  Error Std Limite  Chi-cuadrado  Probabilidad
Confianza
MODELO1 - a> 5,8158 1,8149 2,2587 9,3728 10,27 0,0014
Coordenada en el origen -7,8892 2,2297 -12,2593  -3,5191 12,52 0,0004
Log carga parasitaria 1,4161 0,4486 0,5369 2,2952 9,97 0,0016
MODELO 2 Coordenada en el origen -23461 0,7933 8,7464 0,0031
Log carga parasitaria 1,6323 0,5439 9,0072 0,0027

oq: Aislado NC-1; ap: aislado NC-Liv

5.2.3. DISCUSION

En este subobjetivo se ha estudiado y caracterizado en el modelo murino la
localizacién, distribucién y evolucién de la carga parasitaria en las diferentes fases de la
infeccién experimental. Asimismo, se ha investigado la influencia del aislado en el curso
de la infeccién y se ha comparado la patogenicidad de dos aislados en el model murino.
Diversas consideraciones practicas, como el alto coste de la experimentacion en el ganado
bovino, el tiempo empleado en la evaluacién clinica, la toma de muestras, el dificil
manejo y la dificultad de realizar un esudio exhaustivo de la infeccion que conllevaria un
alto namero de sacrificios, impusieron para este estudio el uso de un modelo animal
experimental. Por otra parte, el empleo de un sistema cuantitativo como la PCR en tiempo
real permitié valorar la intensidad de la infeccion y distribucién del parasito mediante la
estimacion precisa y reproducible del nimero de parasitos en los diferentes tejidos del

hospedador. De la misma forma, facilité la comparacién de los dos aislados seleccionados

(NC-Liv y NC-1).
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En el modelo murino, la estirpe del raton es un factor importante que determina el
desarrollo de la infeccién por N. caninum (Lindsay et al., 1995b; Long et al., 1998). En este
estudio se empled la estirpe BALB/c la cual habia sido mas sensible a la infeccién por el
parésito en el subobjetivo 2.1 y en otros estudios relacionados (Lindsay et al., 1995b; Long
et al., 1998). La dosis infectiva (10¢ taquizoitos) y via de inoculacién (i.p.) se seleccionaron
segun los resultados obtenidos en el subobjetivo 2.1. y los aislados (NC-Liv y NC-1) en
base a las diferencias en la virulencia que habiamos observado en un estudio anterior

(Pérez-Zaballos et al., 2002).

Con el objetivo de abarcar todas la posibles fases, la infeccién por N. caninum en el
raton fue examinada durante un periodo de 63 dias. Atendiendo a los resultados
obtenidos, el curso de la infeccién se pudo dividir en tres fases. La primera (desde el dia 1
al 5-7 PI) se caracteriz6 por una distribucion sistémica de los taquizoitos via sanguinea o
linfatica y su multiplicacién en diferentes 6rganos sin una localizacién preferente. N.
caninum se detect6 en cerebro mas tarde (dia 5-7), debido seguramente a la dificultad del
parédsito para atravesar la barrera hematoencefalica. Durante este periodo existid
parasitemia y el maximo ntimero de parasitos detectado en sangre en el dia 1 PI, coincidié
con el pico de carga parasitaria en bazo, higado y pulmones. La segunda fase (desde el
dia 5-7 hasta el 11-13 PI) coincidi6 con el desarrollo de la respuesta inmune del
hospedador, los taquizoitos fueron eliminados de los tejidos, siendo unicamente
detectados en el pulmoén y el cerebro. El nimero de parasitos disminuy6 en el pulmén
gradualmente pero aumento en el cerebro, observandose la mayor carga parasitaria en el
dia 13 PI en este 6rgano. En la tercera fase (a partir del dia 13 PI), la infeccion se cronificé
y el parasito permanecioé con cargas bajas en cerebro hasta el final del experimento (dia 63
PI). En los ganglios linféticos, el parasito fue detectado intermitentemente con cargas muy

bajas durante todo el experimento y hasta el dia 49 PL

El patron de distribuciéon de N. caninum es similar al que muestran los ratones
infectados con T. gondii, en este modelo, durante la fase aguda, el parasito se detecta en
sangre y en diferentes 6rganos (incluidos ganglios linfaticos) y durante la fase crénica en
cerebro (Luo et al., 1997; Zenner et al., 1999). Estos resultados concuerdan también con
experimentos anteriores utilizando ratones infectados con N. caninum (Eperon et al., 1999;

Liddell et al., 1999b; Nishikawa et al., 2001b), en los cuales los 6rganos parasitados mas
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frecuentemente fueron los pulmones y el cerebro. Sin embargo, estos estudios no fueron
cuantitativos, indicando s6lo resultados positivos o negativos, la infecciéon sélo se
examind durante un nimero reducido de dias y no se investigé la presencia del parasito

en sangre o ganglios linfaticos.

Es importante considerar que la técnica de PCR utilizada es incapaz de distinguir
entre organismos vivos o muertos y podria cuestionarse si el ADN del parasito detectado
en las muestras representa ADN de parasitos viables. El ADN detectado podria proceder
de la distribucion del in6culo de taquizoitos en los diferentes tejidos y en la sangre, con la
subsiguiente fagocitosis por las células polimorfonucleares o del sistema mononuclear
fagocitario. Aunque estos argumentos no pueden ser descartados, en otros experimentos
realizados en nuestro laboratorio con ratones BALB/c inoculados con taquizoitos
inactivados por ciclos de congelacién-descongelaciéon, no hemos detectado ADN del
parésito en sangre, pulmoén y cerebro en los dias 1, 3, 7 y 14 PL. En estudios similares
utilizando taquizoitos inactivados, tampoco se ha detectado ADN del parasito o la
presencia de anticuerpos anti-N. caninum en los ratones (Eperon et al., 1999; Gottstein et
al., 2001). Ademas, se han detectado lesiones compatibles con la infeccién por N. caninum
en los diferentes 6rganos del ratén inoculado experimentalmente (Lindsay et al., 1995a;
Shibabara et al., 1997; Baszler et al., 1999b; Lundén et al., 2002). Este hecho apoyaria la
hipétesis de una multiplicacién de los taquizoitos durante la fase aguda causando lesiones
en los diferentes 6rganos, posteriormente en fases mas avanzadas de la infeccion, el
hospedador controlaria la multiplicacién del parasito, eliminandolo de los distintos
6rganos excepto del SNC. La técnica de aislamiento del parasito en cultivo celular podria
haber sido de gran utilidad para analizar si el ADN de N. caninum detectado en sangre y
los diferentes tejidos por PCR en tiempo real procedia o no de parasitos viables. Sin
embargo, esta técnica no fue utilizada debido a la gran dificultad para aislar el parasito
mediante la inoculacion directa de tejidos infectados en cultivos celulares, como ya se ha
observado en el aislamiento del parasito a partir de animales naturalmente infectados

(Dubey, 2003).

En lo que se refiere a la presencia del parasito en sangre, diferentes estudios han
indicado que el tiempo e intensidad de la parasitemia durante la gestaciéon es uno de los

factores criticos en el desarrollo de la enfermedad (Innes et al., 2000). La parasitemia en la
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madre podria ocurrir como consecuencia de un primer contacto con el parasito o debido a
una recrudescencia de una infecciéon anterior (Innes et al.,, 2002). Es conocido que el
ganado bovino infectado por N. caninum sufre fluctuaciones en los niveles de anticuerpos,
y el aumento de éstos podria ser un indicador de una recrudescencia de la infeccién (Paré
et al.,, 1997; Stenlund et al., 1999; Quintanilla-Gozalo et al., 2000; Guy et al., 2001). Los
estudios experimentales referentes a la presencia de N. caninum en la sangre son muy
escasos (Ho et al., 1996, Williams et al., 2000; Innes et al., 2001; O’Handley et al., 2002;
Maley et al., 2003) y solo se ha descrito parasitemia en vacas y monos inoculados con
taquizoitos (Ho et al., 1996) y ovejas infectadas con ooquistes de N. caninum (O’Handley et
al., 2002). Hasta el momento, durante la infeccién natural no se ha detectado parasitemia
(Guy et al., 2001). En el presente estudio se describe el patron de parasitemia tras la
inoculacién experimental de taquizoitos de dos aislados de N. caninum de diferente
patogenicidad en el ratén. El parasito estd presente en sangre desde el dia 1 hasta el 5-7 PI
y en los dias 11, 13, 19 y 56 PI, hecho que podria deberse a reactivaciones del parasito a
partir del érgano de acantonamiento. El ntimero de parésitos en sangre empezé a
disminuir cuando los anticuerpos comenzaron a ser detectados, sin embargo el ADN del
parésito también fue detectado esporadicamente en sangre en presencia de anticuerpos.
Por esta razon, la presencia de ADN de N. caninum en sangre podria considerarse como
una caracteristica importante de una infeccién activa, siendo ttil para un diagnéstico
precoz de la infeccién antes de la aparicion de anticuerpos especificos o para detectar
posibles reactivaciones. Ho et al., (1996) también detectaron ADN de N. caninum en sangre
intermitentemente y lo atribuyeron al ntimero reducido de taquizoitos presentes o al
hecho de que los parésitos circulan en sangre durante un periodo de tiempo limitado. En
ratones infectados experimentalmente con Toxoplasma también se detectd el parasito en

sangre por PCR esporddicamente (Shibata et al., 1995).

La cinética de distribucién del parasito observada en el transcurso de la infecciéon
sugiere una regulacion inmunitaria de la infeccién. En este experimento se estudiaron los
niveles en plasma de los isotipos IgG2a e IgGl, asociados en ratén con un perfil de
citoquinas tipo Th1l (IL-12 e IFN-y) y Th2 (IL-4), respectivamente (Liew, 2001). Los ratones
infectados mostraron a los pocos dias PI una respuesta de anticuerpos IgG2a e IgGl.
Durante las primeras dos semanas PI, los niveles de IgG2a fueron ligeramente mayores

que los de IgGl, coincidiendo con el control de la multiplicaciéon del parasito en sangre,
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bazo, higado y pulmones. La eliminacion de N. caninum durante este periodo podria
relacionarse con los niveles mas elevados de IgG2a que de IgGl. Estas observaciones
coinciden con diferentes estudios en los que se ha descrito una respuesta de tipo Thl
asociada a una resistencia a la infeccién de N. caninum en fases iniciales (Khan et al., 1997;
Long et al., 1998). Asimismo, en ratones tratados con IL-12 recombinante se observé una
disminucién de la carga parasitaria en cerebro asociado con niveles mas altos de IgG2a
que IgGl (Long et al, 1998). Afadir también, que el IFNy inhibe la multiplicaciéon
intracelular del parasito en cultivo celular (Innes et al., 1995; Nishikawa et al., 2001a, c) y
es el principal mediador de la resistencia a N. caninum durante la fase aguda de la
infeccion (Khan et al., 1997; Baszler et al., 1999b). Durante la fase crénica, se detectaron
niveles altos de ambos isotipos, pero la produccion de IgG1 predominé sobre la de IgG2a.
En este periodo el parésito se detectd tinicamente en cerebro y permanecio en este 6rgano
hasta el final del experimento. Igual que en otros estudios, una mayor sensibilidad a la
infeccion y cargas parasitarias elevadas en el cerebro se han relacionado con respuesta

inmune mixta caracterizada por un cociente IFNy: IL-4 bajo (Long et al., 1998).

La habilidad para causar una infeccién crénica y producir reactivaciones es crucial
para la perpetuacion de N. caninum en la naturaleza. En este estudio se demuestra que el
parésito permanece en cerebro hasta el dia 63 PI y corrobora que el SNC es el lugar
principal de persistencia del parésito. Los resultados obtenidos concuerdan con estudios
anteriores en los que se describe al cerebro como el 6rgano dénde con mas frecuencia se
detectan el parasito como las lesiones compatibles en los hospedadores naturales (Barr et
al., 1990; Hattel et al., 1998; Baszler et al., 1999a; Sawada et al., 2000). Los mecanismos de
persistencia del parasito en el SNC se pueden atribuir a la situacién inmunolégicamente
privilegiada del SNC o a mecanismos de escape del paréasito frente a la respuesta inmune,
como es la transformacion de taquizoitos a bradizoitos formando quistes tisulares, al igual
que ocurre en T. gondii. En el cerebro se ha descrito la presencia de quistes del parasito
dentro de las neuronas (Barr et al., 1991b; Bryan et al., 1994). Estas no son células diana
para las células T citotéxicas como consecuencia de la falta de expresion de antigenos del
MCH de clase I (Joly et al.,, 1991) ofreciendo de esta forma, ventajas nutricionales e
inmunolégicas para el parésito. Sin embargo, inicialmente el parédsito debe acceder al
SNC. Este hecho podria ocurrir mediante el transporte del parasito dentro de una célula

como los monocitos o linfocitos, o por diseminacién hematégena e infeccién de las células
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endoteliales. Diversos estudios realizados en N. caninum han mencionado la tincién
antigénica del citoplasma de células del tipo mononuclear fagocitario (Wouda et al.,
1997a; Boger & Hattel, 2003), asi como lesiones adyacentes a capilares con parésitos
localizados alrededor de los vasos y en células endoteliales (Barr et al., 1991a; Buxton et
al., 1998; Shibahara et al., 1999). Asimismo, es conocido que el pardsito muetra gran
tropismo por las células endoteliales (Dubey & Lindsay, 1996). En este estudio pudimos
observar, a diferencia de otros 6rganos, la presencia del parasito en pulmén hasta el dia
11-13 PI, lo que podria explicarse por la gran irrigacion y cantidad de células endoteliales

de este 6rgano que facilitaria la multiplicacion del parasito.

Por su parte, el ADN de N. caninum también se detecté intermitentemente y con
niveles muy bajos en ganglios linfaticos durante 49 dias. La carga parasitaria tan baja y la
deteccion esporddica podrian deberse a una menor frecuencia del ADN del parasito, no
pudiéndose detectar continuamente con la técnica empleada. Este hecho podria ser
también compatible con la fagocitosis e inactivaciéon del parasito en los érganos o sangre
por monocitos/macrofagos o linfocitos, los cuales volverian via linfatica a los ganglios
linfaticos, detectdndose aqui los restos antigénicos del parasito. En el SNC, el parasito
seria fagocitado por las células de la microglia, que a través de los fluidos extracelulares
llegarian a los ganglios linfaticos cervicales (Harling-Berg, et al., 1999). Otra razén podria
ser la existencia de posibles reactivaciones del parasito durante la fase crénica de la
infecciéon asociado a células del sistema inmune, como las del sistema mononuclear
fagocitario, las cuales pueden estar involucradas en el transporte del parasito por via
sanguinea o linfatica, ya que los anticuerpos circulantes y el sistema de complemento
probablemente matarian los taquizoitos extracelulares. Ademéas N. caninum es un parasto
intracelular obligado y s6lo puede multiplicarse en las células del hospedador, por esta
razon el pardsito pasard la mayor parte del tiempo de forma intracelular siendo sélo
extracelular durante un tiempo limitado (Hemphill, 1999). Ejemplos de persistencia in vivo
después de una fase aguda unida a niveles infecciosos minimos o no detectables en
células inmunes como monocitos, se han descrito en los virus miembros del grupo
Arteriviridae (Sur et al., 1996; Allende et al., 2000; Wills et al., 2003) o alfa- o gamma-
Herpesviridae (Shefly et al., 1973; Osorio et al., 1982, 1983; Egyed et al., 1994). En el caso
de T. gondii se ha descrito que es capaz de resistir la lisis en el macréfago (MacLeod et al.,

1991) y puede infectar a los leucocitos (Channon et al.,, 2000). Recientemente, se ha
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sefialado que la migraciéon de los taquizoitos de T. gondii a través de las barreras
biolégicas podria ser un proceso activo o estar asociado a una célula como monocito o
linfocito (Barragan & Dubey, 2003). Sin duda, es necesario la realizacién de futuros
experimentos para caracterizar la localizacion celular del parasito y determinar el papel
de las células inmunes en sangre y ganglios linfaticos como lugares de persistencia o vias
de diseminacion de N. caninum. Asi pues, el modelo murino podria ser particularmente

atil para examinar las bases moleculares de la persistencia y reactivacion de N. caninum.

Los mecanismos responsables de la eliminacién del parasito de determinados
6rganos y la persistencia en otros no se conocen muy bien. La respuesta inmune (innata y
especifica) del hospedador durante la fase aguda parece ser suficiente para limitar la
multiplicacion del parasito en sangre y en la mayoria de los 6rganos que se analizaron,
pero durante la fase crénica el parasito persiste en el cerebro del hospedador. En el caso
de otro protozoo intracelular como Leishmania, se ha sugerido que la carga parasitaria
podria afectar a la respuesta inmune desarrollada. Interesantemente, cuando la carga
parasitaria es baja, la IL-12 puede inhibir la respuesta Th2. No obstante, cuando la
infeccién estd ya establecida y hay células Th2 en el hospedador, una carga parasitaria
elevada favoreceria una respuesta Th2 la cual directamente actuarfa inhibiendo la Thl
(Hondowicz et al., 2002). En nuestro experimento se observé un comportamiento similar,
después de la segunda semana la produccion del isotipo IgG1 fue més elevada que IgG2a
y coincidié con cargas del pardsito elevadas en el cerebro. Por otra parte, la respuesta
inmune periférica dirigida por la presencia del antigeno retenido en el SNC también
deriva en el desarrollo de una respuesta Th2. Se ha demostrado que el antigeno en el
parénquima cerebral drena a los ganglios linfaticos cervicales y alli se induce una
poblacién de linfocitos B activados y linfoblastos Th2. Estas células, que entran en la
circulacién sanguinea, llegan a bazo y probablemente a médula 6sea, donde se promueve
una respuesta Th2. Asimismo, si se producen linfocitos Th1 en la periferia, las citoquinas
secretadas por estos linfoblastos Th2 podrian inhibir la respuesta Thl. La células Th2
producidas en los ganglios linfaticos cervicales tiene la funciéon de destruir el antigeno en
el SNC causando el minimo dafio posible, al igual que lo descrito en otros 6érganos como
la placenta o el ojo (Harling-Berg et al., 1999). Por tanto es posible que la presencia del
agente y las cargas parasitarias en el SNC modulen la respuesta inmune en el hospedador

promoviendo la situacién més favorable para la multiplicaciéon o persistencia del parasito.
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Haciendo referencia a las diferencias entre los aislados NC-Liv y NC-1 encontradas,
el hallazgo mds importante relacionado con la virulencia fue la presencia de sintomas y la
carga del parasito en el cerebro. Durante las primeras dos semanas de la infeccién no se
observaron sintomas, sin embargo a partir de la segunda semana PI y coincidiendo con
cargas altas en el SNC e inicio de la fase crénica, solo los ratones infectados con NC-Liv
mostraron sintomatologia, la cual en algunos de los ratones, fue de caracter neurolégico.
No obstante, en las fases mas avanzadas de la infeccién y cuando las cargas en el cerebro
fueron disminuyendo todos los sintomas desaparecieron. De esta forma, se demostré una
asociacion entre la carga parasitaria en cerebro y la presencia de sintomatologia, los
ratones que mostraron sintomas tuvieron significativamente mayor ntimero de pardsitos
en el cerebro que los que permanecieron asintomaéticos. Por otra parte, el analisis de
regresion logistica demostré que la capacidad infectiva de los dos aislados fue distinta y la
carga parasitaria en el cerebro es un factor de riesgo para el desarrollo de sintomatologia
para el aislado NC-Liv. En este sentido, los ratones infectados con NC-Liv tuvieron mayor

carga parasitaria que el grupo de animales infectados con NC-1.

Por otra parte, en higado se observé en el dia 1 PI mayor carga parasitaria en el
grupo de ratones infectado con NC-1. Estos resultados fueron confirmados al analizar los
datos por “bootstrap”, donde se pudo observar que la distribucion de la carga parasitaria
en higado y cerebro fue distinta, indicando que los aislados NC-Liv y NC-1 podrian tener
un comportamiento y tropismo tisular diferente en funcién de la fase de la infeccién. Este
hallazgo puede tener importantes connotaciones. Durante la fase crénica el aislado NC-
Liv fue més virulento que NC-1, no obstante, NC-1 parece replicarse més rapido en
6rganos implicados en la fase aguda de la infeccién, pudiendo tener un mayor potencial
patogénico que NC-Liv en el animal gestante, ya que se multiplicaria més activamente en
la placenta y feto, causando el aborto. La hipétesis aqui descrita concuerda con los
resultados obtenidos en el modelo murino gestante con ratones Quackenbush, donde con
el aislado NC-SweB1 se observo en el dia 14 de gestaciéon un 25% de fetos no viables por

camada, mientras que con NC-Liv la media fue sélo del 2,8% (Quinn et al., 2002a).
En trabajos anteriores también se han descrito variaciones entre los diferentes

aislados de N. caninum en relaciéon con la patogenicidad en ratén, variabilidad genética,

crecimiento en cultivo celular y respuesta inmune (Atkinson et al., 1999; Schock et al.,
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2001; Quinn et al., 2002a). Atendiendo a las diferencias de crecimiento en cultivo celular el
aislado NC-Liv también se multiplicé mas rapido que NC-1 (Schock et al., 2001), al igual
que lo que nosotros hemos observado in vivo. En el modelo murino, el aislado NC-Liv fue
también mds patogénico Nc-SweB1, causando importantes lesiones en cerebro asi como

alta morbilidad y mortalidad (Atkinson et al., 1999).

En conclusién, este estudio describe el patrén de distribucion y la persistencia de N.
caninum en un modelo murino y la influencia del aislado del parésito en el desarrollo de la
infeccion. También pone de manifiesto la importancia de cuantificar el parasito para
seguir el curso de la infeccién y conocer posibles variaciones en la virulencia existentes
entre los diferentes aislados. El desarrollo de un modelo de laboratorio para conocer la
patogenia de N. caninum es esencial para el desarrollo de futuras estrategias de control. En
este sentido, la cuantificaciéon de N. caninum en los 6rganos diana en la infeccién aguda y
crénica en el modelo murino, podria ser utilizando para la evaluaciéon de la eficacia de

tratamientos o vacunas dirigidas frente a la infeccién por N. caninum.
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PATOGENIA DE LA INFECCION EN EL FETO BOVINO

En los ultimos afios se ha avanzado de forma considerable en el conocimiento de la
neosporosis, sin embargo la infeccién en el ganado bovino tiene una patogenia compleja y
son muchos los aspectos que permanecen todavia sin esclarecer. Se ha demostrado
experimentalmente que N. caninum puede atravesar la placenta e infectar al feto y
dependiendo de la edad del feto en el momento de la infeccién, se produce el aborto o el
nacimiento de terneros congénitamente infectados (Buxton et al., 2002; Dubey, 2003). En
vacas con infecciéon natural, se ha descrito un incremento en el titulo de anticuerpos
durante el segundo trimestre en las vacas que abortaron y durante el tercer tercio en las
vacas que tuvieron terneros congénitamente infectados (Paré et al.,, 1997; Quintanilla-
Gozalo et al., 2000; Guy et al.,, 2001). Experimentalmente, se ha observado que segin
avanza la gestacion la posibilidad de transmisién aumenta. De esta forma, la infeccion del
feto en el primer periodo de la gestacién produce el aborto (Williams et al., 2000, 2003;
Macaldowie et al., 2002), en el segundo tercio, las consecuencias son variables,
produciéndose en la mayoria de los casos la infeccién del feto y no su muerte (Barr et al.,
1994a; Innes et al., 2000, 2001; Andrianarivo et al., 2001; Maley et al., 2003) y finalmente si
la infeccion se realiza en la dltima fase de la gestacion se observa el nacimiento de terneros
congénitamente infectados (Innes et al., 2000; Williams et al., 2000). De esta forma, las
caracteristicas de las lesiones observadas en el feto también pueden variar en funcion del
momento de la gestacion en el que se produzca la infeccién, habiéndose descrito en el
cerebro una mayor necrosis y presencia de mayor namero de paréasitos en fetos jovenes y
una mayor reaccion inflamatoria en fetos inmunocompetentes (Barr et al, 1991a;
Corbellini et al., 2002; Kim et al., 2002a). Este diferente patrén lesional en el SNC segtin la
edad del animal, también se ha sugerido en otros estudios; asi en tres fetos abortados de 5
meses se observaron necrosis y en un feto de 7 meses y un ternero fue més frecuente la

presencia de gliosis y manguitos perivasculares (Ongino et al., 1992).

El modo de transmisiéon del parasito y el desarrollo de la respuesta inmune de la
madre también pueden influir en la patogenia del aborto y en la naturaleza de las lesiones
presentes en el feto. En infecciones naturales, se ha observado que en rebafios con abortos
de carédcter epidémico, las vacas con infecciéon previa son mas resistentes a la nueva
infeccion que los animales que han adquirido recientemente la infeccién por via
horizontal. Este hecho se ha asociado al desarrollo de una inmunidad protectora en los

animales cronicamente infectados que previene el aborto después de una reinfeccion,
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posiblemente con ooquistes (McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002a). Por su parte, en
fetos de abortos epidémicos (asociados con la transmisién horizontal) se ha observado
con mas frecuencia hepatitis y mayor ntiimero de parasitos que en los fetos procedentes de
abortos esporddicos (Wouda et al., 1997a). En rebafios con neosporosis endémica, también
se ha descrito que las vacas congénitamente infectadas tienen mas posibilidades de
abortar durante la primera gestacion que en las sucesivas (Anderson et al., 1995; Dubey &
Lindsay, 1996). Recientemente, se ha demostrado experimentalmente que la inmunidad
desarrollada en vacas naturalmente infectadas protege frente a una reinfeccion
(inoculacion de taquizoitos) y el aborto. Sin embargo esta inmunidad no protege frente a
la reactivacion de la infeccién cronica, produciéndose el aborto o el nacimiento de terneros

congénitamente infectados (Williams et al., 2003).

En este objetivo se investigd la distribucion del parasito, la carga parasitaria y el
cuadro lesional en fetos bovinos abortados en relacién con la edad gestacional (primer,
segundo y tercer periodo de gestacion) y las caracteristicas epidemiolégicas del aborto

(epidémico, endémico, esporadico).

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este objetivo se siguid el planteamiento recogido en el
esquema de la Figura 22. En primer lugar, se procedi6 a la deteccién de la infeccién por N.
caninum en los fetos recogidos y para lo cual se emple6 la técnica de PCR. Antes de
analizar las muestras fetales, se probaron dos tipos de pruebas de PCR de diferentes zonas
del genoma de N. caninum (regiéon Nc-5 y fragmento ITS1) buscando la maxima
sensibilidad. El limite de deteccion de N. caninum fue determinado mediante diluciones
decimales seriadas del ADN del parasito. La PCR que mostr6é una mayor sensibilidad fue
la que se utilizé6 para la amplificacién del ADN del parasito en el cerebro, corazén e
higado, que son considerados los 6érganos diana en el diagnéstico de la neosporosis y en
los cuales se ha detectado con mayor frecuencia la presencia de lesiones y del parasito
(Dubey & Lindsay, 1996, Dubey, 2003). Complementariamente y cuando asi fue posible,
en todos los fetos recogidos se realizé el diagnéstico diferencial con otros procesos
abortivos, un examen macroscépico y la deteccién de anticuerpos anti-N. caninum por IFI

y ELISA en los fetos y madres abortadas.
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Una vez identificados los fetos positivos por PCR se analizé la frecuencia de
deteccion del ADN del parasito en cerebro, corazén e higado en funcién del 6rgano
analizado, periodo de gestacion y caractarésiticas epidemioldgicas del aborto.
Posteriormente, se eligié un ntimero representativo de fetos del primer, segundo y tercer
periodo de gestacion segiin la muestras e informacion y recopiladas y se estudié en
funcién del o6rgano analizado, edad fetal y patrén del aborto: (i) la distribuciéon del
parésito, (ii) la carga parasitaria presente en cada érgano, (ii) la frecuencia de presentacion
y (iii) la gravedad de las lesiones. Por dltimo se investigd la relacién entre la carga
parasitaria y la gravedad de la lesiéon en los principales 6rganos fetales. Para el estudio de
la distribucién del parasito se analizaron por PCR, ademds de cerebro, corazén e higado,
los siguientes Organos: rifién, pulmoén, timo, ganglios linfaticos mediastinicos y
mesentéricos, bazo, diafragma y glandula suprarrenal. La carga parasitaria se determind
utilizando la PCR cuantitativa en tiempo real desarrollada en el primer objetivo en
cerebro, corazon, higado, rifién y pulmén, que a su vez habian sido positivos previamente
por la la PCR convencional. Por su parte, el estudio histolégico (frecuencia y gravedad de
las lesiones) se realizé en cerebro, corazén, higado, rifién y pulmoén, aunque también en
algunos fetos se examinaron otros érganos como timo, bazo, ganglios linfaticos y glandula

adrenal.
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Figura 22. Esquema del disefio experimental del objetivo 3.
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6.1.1. Recogida de muestras y datos

Las muestras de los fetos bovinos abortados fueron proporcionadas por los
Laboratorios de Sanidad Animal (Gijon), de Sanidad y Producciéon Animal de Galicia
(Lugo) y del Instituto de Investigacion y Desarrollo Agrario (Neiker, Derio, Pais Vasco).
En total se analizaron 219 fetos (Tabla 25) que fueron recogidos y remitidos a nuestro
laboratorio entre los afios 2000-2003 y segtn el protocolo que aparece reflejado en el

apartado 3.3.2.
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Tabla 25. Laboratorio y lugar de procedencia de los fetos abortados y nimero de muestras

analizadas.

Procedencia N° de fetos N° deliquidos N° de sueros
Laboratorio Comunidad Auténoma analizados fetales de la madre
Gijén Asturias 35 32 0
Lugo Galicia 158 143 87

Pais Vasco 9 3 1

Galicia 8 4 0

Navarra 3 2 0

Derio Cast%lla La Mancha 2 1 0
Castilla-Leén 1 1 0

Madrid 1 0 0

Catalufia 1 1 0

Aragon 1 0 0

TOTAL 219 187 88

Las muestras de cada feto se acompafiaron de una ficha individual con los datos de
la edad fetal, historial de la explotacion y los resultados del diagnéstico diferencial con

otros agentes o causas de aborto (ver apartado 3.3.2.).

De acuerdo con la informacién recopilada, los abortos bovinos se clasificaron en
fetos de primer, segundo o tercer periodo de gestacion. El primer periodo de gestacion
comprendio el intervalo de tiempo desde los 46 dias hasta los 100-120, aproximadamente
en el cual el sistema inmune del feto no esta apenas desarrollado, incluyéndose por tanto
en este periodo los fetos menores de 4 meses. El segundo periodo comprendié desde los
120 hasta los 195 dias de gestacion cuando el feto bovino comienza a ser
inmunocompetente. Finalmente, en el tercer periodo de gestacién se incluyeron los fetos
mayores de 195 dias de edad con el sistema inmune ya desarrollado. La segunda categoria
en la que se clasificaron los abortos fue atendiendo a las caracteristicas epidemiolédgicas
del aborto: epidémico, endémico y esporddico. Se consideré6 como aborto epidémico
cuando la tasa anual de aborto en la explotacion (relacion entre el ntimero de abortos y el
ntmero de animales en riesgo de abortar) fue igual o superior al 3% o mas de los animales
en riesgo y ocurrid en un periodo de tres meses; cuando la tasa fue igual a la anterior pero
se distribuy6 a lo largo de todo el afio se defini6 como aborto endémico y, por daltimo, se

consideré como aborto esporadico cuando éste tuvo lugar en los animales en riesgo a
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intervalos irregulares y la tasa anual de aborto nunca fue superior al 3% (Davidson et al.,

1999d).

6.1.2. Analisis de las muestras

6.1.2.1. Examen macroscépico y diagnéstico diferencial

Los laboratorios encargados de la recogida de muestras realizaron un examen
macroscopico del feto consistente en: presencia de lesiones macroscépicas, estado general
del feto (fresco, autolitico, momificado, macerado, malformado o putrefacto) y edad

gestacional valorada en funcién de la longitud craneocaudal (Gjesdal, 1969).

Las pruebas laboratoriales complementarias para un diagnéstico diferencial con
otros procesos se llevaron a cabo en los laboratorios de origen. Para el diagnoéstico de las
infecciones fetales por los virus de la diarrea virica bovina (VBVD) se realiz6é un ELISA de
captura en 6rganos fetales y un ELISA de competicién para la detecciéon de anticuerpos
anti P-80 en el suero de la madre o en los liquidos fetales. Para la deteccién de la infeccion
por el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (VIBR) se hizo una inmunofluorescencia
directa (IFD) sobre 6rganos fetales y un ELISA indirecto para la determinaciéon de
anticuerpos. También, se realizaron cultivos bacteriolégicos del contenido abomasal y de

diversos 6rganos fetales.

6.1.2.2. Estudio seroldgico

El laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Galicia (Lugo) colaboré en la
deteccion de anticuerpos anti-N. caninum de los liquidos fetales (liquido abdominal y
liquido toracico) y de los sueros de las madres empleando para ello un ELISA indirecto
(ver apartado 3.4.1.2.2)). Por su parte, las mismas muestras se analizaron en nuestro
laboratorio utilizando la prueba de IFI cuyo protocolo aparece reflejado en el apartado

3.4.1.1.2.
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6.1.2.3. Deteccion de N. caninum en los 6rganos fetales

La deteccion de la infeccion por N. caninum en los fetos recogidos se realiz6
empleando la técnica de PCR. Primeramente se determiné la sensibilidad de una PCR
basada en la region Nc-5 especifica de N. caninum y de una PCR anidada del fragmento
ITS1 del ADN ribosomal del parasito (ver apartado 3.4.3.3.1.). La PCR que mostré una
mayor sensibilidad se utiliz6 para la amplificacion del ADN del parasito en cerebro,

corazoén e higado.

Para el estudio de la distribucién del parasito se analizaron también por PCR los
siguientes 6rganos: rifién, pulmon, timo, ganglios linfaticos mediastinicos y mesentéricos,
bazo, diafragma y glandula suprarrenal. El ADN se extrajo a partir de un macerado del
6rgano utilizando la resina Chelex-100 (ver apartado 3.4.3.1.1.). En ganglios linfaticos,
glandula suprarrenal y diafragma no se realizaron macerados por la textura de estos
o6rganos y el ADN se aislé utilizando una prueba comercial segiin se detalla en el

apartado 3.4.3.1.2.

6.1.2.4. Cuantificacion de N. caninum en los érganos fetales

La carga parasitaria se determiné utilizando la PCR cuantitativa en tiempo real
desarrollada en el primer objetivo en los siguientes érganos: cerebro, corazén, higado,

rifién y pulmoén, que a su vez habian sido positivos previamente por la PCR convencional.

El ADN de los o6rganos fetales para su utilizacion como molde en la PCR
cuantitativa se extrajo mediante una prueba comercial y posteriormente se visualizé
mediante electoforesis en geles de agarosa para comprobar la calidad del mismo. Si el
ADN estaba degradado se pas6 por una columna de cromatografia (ver apartado
3.4.3.2.3.) con el fin de eliminar fragmentos de ADN degradado de bajo peso molecular,

los cuales, segtn se observo, interferian en la PCR cuantitativa.
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6.1.2.5. Estudio histolégico

Los tejidos fetales fijados en formol de los fetos positivos seleccionados, fueron
procesados segun se detalla en el apartado 3.4.2.1. Complementariamente, la edad de los
fetos seleccionados se determiné basandose en los distintos periodos de desarrollo fetal

del pulmoén en los bévidos (ver apartado 3.4.2.2.).

La categorizacion de las lesiones se llevd a cabo segtn el criterio establecido en el
apartado 3.4.2.3. Primeramente, se realiz6 la descripcion de los hallazgos histopatolégicos
observados en los fetos objeto de estudio, seguido por un analisis de la frecuencia de
presentacion de las lesiones en cerebro, corazén, higado, rifién y pulmén asi como de la
gravedad de la lesiéon observada en dichos 6rganos. Por dltimo, se propuso un andlisis del
cuadro lesional en el cerebro considerando los hallazgos histopatolégicos mas
caracteristicos de la infecciéon por N. caninum (necrosis, infiltraciéon de células redondas en
el parenquima cerebral, manguitos perivasculares, noédulos gliales y gliosis) de los cuales

se analizaron también la frecuencia de presentacion y la gravedad de la lesion.

6.1.3.Anélisis estadistico

La valoracion estadistica de la relacion entre la detecciéon del parésito por PCR, la
presencia de lesiones en los diferentes 6rganos y las variables a estudiar (periodo de
gestacion y caracteristicas epidemioldgicas del aborto) se realiz6 mediante la prueba
estadistica Chi-cuadrado (X?) y la prueba de F de Fisher para valores menores de 5. Las
cargas parasitarias y los grados de la intensidad de las lesiones se analizaron utilizando la
prueba H de Kruskal-Wallis si se compararon mas de dos grupos. Cuando se observaron
diferencias estadisticamente significativas se compararon los grupos dos a dos mediante
una prueba no paramétrica de comparaciones multiples. En este caso un valor de P <
0,05/[k x (k-1)/2] fue considerado como estadisticamente significativo, siendo k el nimero
de grupos analizados. Cuando se compararon dos grupos se emple6é la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Para el estudio de la relacion de la carga parasitaria en
funciéon de la gravedad de la lesién se emplearon los mismos métodos no paramétricos

aqui descritos.
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6.2. RESULTADOS

6.2.1. Examen macroscopico de los fetos

La presencia de lesiones macroscopicas en los fetos analizados se observaron
tnicamente en ocho fetos (3,65%). Los hallazgos mas destacados fueron el engrosamiento
de la piel con formacion de costras de bordes regulares en parpados, regién costal y dorso
junto con el aspecto rugoso de la superficie del higado observados en un feto en el que se
aisl6 Aspergillus; y malformaciones congénitas en otro feto del que se sospech6 la infeccién
por el VBVD. En relacién con el aspecto general del feto, la mayoria fueron fetos frescos y

solo ocho presentaron autolisis y ninguno momificacién.

La edad gestacional se determind en el 87,2% (191/219) de los fetos remitidos. El
mayor porcentaje de fetos correspondié a los meses 5, 6, y 7 de gestacion (Figura 23),
representando un 16,4% (36/219), 17,8% (39/219) y un 20,5% (45/219), respectivamente.
Fetos de 4 y 8 meses se examinaron en el 9,6% (21/219) y 12,3% (27/219) de los casos. Los
fetos menos frecuentes fueron los de nueve meses, en los que tinicamente se remitié6 un
caso y menores de cuatro meses con un 5,9% (13/219), entre los cuales uno correspondio a
un feto de 2 meses y otro de un mes y medio. En este punto hay que sefialar que debido al
bajo namero de fetos del primer tercio de gestacién analizados y con el fin de incrementar
el tamafio de la muestra, se puso especial interés durante el altimo afio en la recogida y

analisis de fetos menores de 4 meses de edad.

6.2.2. Deteccidon de IgG anti-N. caninum

Se analizaron, mediante IFI o ELISA, 187 liquidos fetales, detectaindose anticuerpos
especificos frente a N. caninum en un 12,8% (24/187). En el 83,3% (20/24) de los fetos
seropositivos se detecté posteriormente ADN del pardsito en alguno de los érganos
analizados por PCR (apartado 6.2.4.2.). En funcién de la edad del feto, en el segundo
periodo de gestacion el 14,13% (13/92) de los sueros analizados en este periodo fueron
positivos, concretamente el 18,9% (7/37) y 17,1% (6/35) correspondieron al quinto y sexto
mes de gestacion, respectivamente. En el tercer tercio de gestacion el 15,2% (10/66) fueron

seropositivos y predominaron los fetos positivos del mes séptimo con un 20% (8/40)
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frente a un 7,7% (2/26) correspondientes al octavo (Figura 23). En lo referente a los titulos

de anticuerpos obtenidos mediante IFI, oscilaron entre 1:16 y 1:512.

Utilizando también las técnicas de IFI y ELISA se analizaron 88 sueros procedentes
de las madres abortadas. En el 43,2% (38/88) de los casos se detectaron IgG anti-N.
caninum 'y el 86,8% (33/38) fueron madres de fetos positivos a N. caninum por PCR. Los

titulos de anticuerpos obtenidos variaron entre 1:250 y 1:4000.

Figura 23. Distribucién por edad gestacional de los sueros analizados.
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6.2.3. Diagnostico diferencial

En un 29,2% de los 219 fetos bovinos analizados, se logré la identificacién de algtn
agente infeccioso (ver Tabla 26). De estos fetos, en un 15,6% (10/64) se detect6

posteriormente la presencia de N. caninum por PCR.
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Tabla 26. Agentes infecciosos identificados en los 219 fetos analizados.

AGENTE ETIOLOGICO N° FETOS TOTAL (%)

= Bacterias 38 174
Escherichia coli a 18 8,2
Bacillus licheniformis 5 2,3
Arcanobacterium pyogenes 4 18
Brucella sp. 1 0,5
Salmonella 1 0,5
Proteus mirabilis 1 0,5
Yersinia enterocolitica 1 0,5
Enteroccocus faecalis-grupo A 3 1,4
Enteroccocus hirae-grupo D 1 0,5
Enteroccocus casseliflavis-grupo D 1 0,5
Streptoccocus bovis (var)-grupo D 1 0,5
Staphyloccocus 1 0,5

= Leptospira 1 0,5
= Hongos: Aspergillus fumigatus 3 1,4
= Virus 22 10
VBVD b 18 8,2
VIBR 4 1,8
64 29,2

a En 6 fetos también se detecté ADN N. caninum.
b En 4 fetos también se detecté ADN N. caninum

6.2.4. Deteccion de N. caninum en organos fetales

6.2.4.1. Sensibilidad de lIa PCR Nc-5 y de la PCR anidada ITS1

El limite de deteccion de N. caninum fue determinado mediante diluciones decimales
seriadas del ADN del parasito. Los resultados obtenidos se muestran en las Figura 24,
doénde se puede observar el producto de amplificacién de ADN equivalente a 1 taquizoito

cuando se prob¢d la PCR Nc-5 o hasta 102 con la PCR anidada.
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Figura 24. (A) Sensibilidad de la PCR Nc-5 (360 pb). Carriles 2-10: diluciones decimales
seriadas del ADN del parasito desde 105 hasta 10-2 taquizoitos, carril 1: Marcador de peso
molecular 100-bp DNA Ladder (Biotools) y linea 2: testigo negativo (agua ultrapura). (B)

Sensibilidad de la PCR anidada del segmento ITS1 (213 pb). Carriles 1-7: diluciones decimales
seriadas del ADN del parésto desde 10° hasta 10 taquizoitos, carril 8: testigo negativo (agua
ultrapura) y carril 9: Marcador de peso molecular DNA Ladder 1Kb plus, (Gibco-BRL).

A B
1 2 34 5 6 7 8 910€ 1 2 3 4 5 6 7 8 9

De acuerdo con los resultados obtenidos, se empleé la PCR anidada para la

deteccion del ADN de N. caninum en los érganos fetales.

6.2.4.2. Deteccion del ADN de N. caninum en cerebro, corazén e higado

La presencia del ADN del parésito se detect6 en el 32,8% de los fetos analizados
(72/219). Predominaron los fetos positivos del segundo periodo de gestacion con un
40,6% (39/96), en el altimo periodo fueron positivos el 20,5% (15/73) y en el primero el
72,7% (8/11). En un 28,6% (8/28) de los fetos positivos no de conocié la edad gestacional.
La distribucién por edad gestacional de los fetos positivos por PCR esté reflejada en la

Figura 25.
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Figura 25. Distribucién de la edad de los 219 fetos analizados por PCR.
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La distribucion geografica de los fetos positivos aparece reflejada en la Tabla 27. El
nimero mas elevado de fetos positivos por PCR corresponde a Galicia y el menor a

Asturias.

Tabla 27. Distribucién geografica de los 219 fetos analizados por PCR.

Procedencia N° de fetos N°de fetos
Laboratorio Comunidad Auténoma analizados positivos
Gijon Asturias 35 6
Lugo Galicia 158 57

Pais Vasco 9 3

Galicia 8 3

Navarra 3 0

Derio Castilla La Mancha 2 1
Castilla-Le6n 1 0

Madrid 1 0

Catalufia 1 1

Aragén 1 1

TOTAL 219 72

De acuerdo con la informacion recopilada, los fetos positivos por PCR se clasificaron
atendiendo a las caracteristicas epidemiolégicas en tres categorias: aborto epidémico,
endémico y esporadico. El tipo de aborto no se pudo determinar en el 37,5% (27/72) de

los casos, el resto correspondieron principalmente a abortos de naturaleza endémica,
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representando el 37,5% (27/72), el patrén epidémico estuvo presente en el 19,4% (14/72) y

el menos frecuente fue el tipo esporadico con sélo un 5,5% (4/72).

En lo que se refiere a la frecuencia de deteccién del ADN de N. caninum en funciéon
del 6rgano analizado (Tabla 28), el cerebro fue el 6érgano dénde con mas frecuencia se
detect6 el ADN del parasito (P < 0,0001, Chi-cuadrado) y tnicamente tres fetos fueron
negativos en cerebro y positivos en corazén o higado. El segundo érgano maés frecuente
fue el corazén (P < 0,01) y el tercero el higado. El parasito se detecté con més frecuencia en
mas de un 6rgano (normalmente cerebro y corazén) que en uno sélo (54,29% versus

45,71%) pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (P > 0,05).

Tabla 28. Distribucién de los fetos positivos por PCR en funcién del 6rgano analizado.

Organo analizado % Positivosa
Cerebro 95,8% (68/71)
Corazén 49,3% (35/71)
Higado 22,5% (16/71)
Cerebro & Corazén 32,9% (23/70)
Cerebro & Higado 56% (4/71)
Corazén & Higado 1,4% (1/70)
Cerebro & Corazén & Higado 15,7% (11/70)

a Numero de muestras positivas sobre el total de fetos
positivos por PCR. En 4 fetos no se pudieron analizar
los tres 6rganos.

También se analiz6 la frecuencia de detecciéon del ADN de N. caninum en funcién
del 6rgano analizado y del periodo de gestacion (Tabla 29). En los fetos correspondientes
al primer periodo (n = 10), el parésito se detect6é principalmente en cerebro y corazon, y
después en higado (90% wversus 40%; P < 0,05, F de Fisher). También fue mas frecuente
encontrar mas de un 6rgano positivo por PCR que uno sélo (90% versus 10%; P < 0,05, F
de Fisher), e incluso los tres 6rganos, detectandose en un 30% de los casos (P > 0,05, F de
Fisher). En el segundo periodo (n = 40) el cerebro continué siendo el 6rgano dénde con
mas frecuencia (97,5%) se obtuvieron resultados positivos (P < 0,0001, Chi-cuadrado),
después el corazén (42,5%) y por ultimo el higado (23,1%), aunque entre estos dos
6rganos no se observaron diferencias significativas (P > 0,05, Chi-cuadrado). En
comparacién con el primer periodo se observé una disminucién de la detectabilidad del

parésito en corazon (P < 0,05, F de Fisher) y en higado, aunque aqui las diferencias no
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fueron estadisticamente significativas (P > 0,05, F de Fisher). Este hallazgo también se
observo al comparar la frecuencia de deteccion del parésito en mas de un érgano (P >
0,05, F de Fisher). En los fetos pertenecientes al tercer periodo de gestaciéon (n = 14) el
ADN de N. caninum se detecté principalmente en cerebro (92,9%; P < 0,05, F de Fisher) y
solo en el 28,6% de los fetos en corazén y el 7,1% en higado. Muy pocos fetos (28,57%)
tuvieron mas de un érgano positivo por PCR (cerebro y corazén), y no se observo
ninguno con los tres drganos positivos. La frecuencia de deteccién en corazén en los fetos
del tercer periodo fue menor respecto al primero (P < 0,05, F de Fisher) y segundo tercio
de gestaciéon (P > 0,05, F de Fisher), al igual que en higado (P > 0,05 F de Fisher). Al
comparar la frecuencia de deteccion del parasito en mas de un o6rgano, solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el primer y tercer periodo (P

< 0,05, F de Fisher).

Tabla 29. Distribucién de los fetos positivos por PCR en funcion del 6rgano analizado y el

periodo de gestacion.

Primer Segundo Tercer

periodo periodo periodo
Cerebro 90% (9/10) 97,5% (39/40)  92,9% (13/14)
Corazoén 90% (9/10) 43, 6% (17/39) 28,6% (4/14)
Higado 40% (4/10) 23,1% (9/39) 7,1% (1/14)
1 érgano positivo 10% (1/10) 46,2% (18/39) 71,4% (10/14)
2 érganos positivos 60% (6/10) 34,2% (13/38) 28,6% (4/14)
3 drganos positivos 30% (3/10) 18% (7/39) 0% (0/14)

También se estudié la frecuencia de deteccion del ADN de N. caninum en los
6rganos analizados en abortos de tipo epidémico y endémico (Tabla 30). La presentacion
del aborto esporadico no se incluy6 en el estudio por el reducido nimero de fetos que la
presentaron (4/72), s6lo mencionar al respecto que el cerebro fue positivo en tres fetos, el
corazén en dos y el higado en uno. En los abortos de naturaleza epidémica (n = 14), el
cerebro fue el 6rgano dénde principalmente se detectd6 ADN de N. caninum (100%; P <
0,001, Chi-cuadrado) después el corazén (64,3%) y por altimo el higado (35,7%) (P > 0,05,
F de Fisher). También fue mas frecuente encontrar méds de un érgano positivo que uno

s6lo (P < 0,01). En los abortos con historial endémico (n = 27), el cerebro fue también el
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6rgano mas frecuentemente positivo (92,6%; P < 0,0001, Chi-cuadrado), en segundo lugar
corazén (37%) y en ultimo higado (18,5%) (P > 0,05, F de Fisher). El 59,3% de los fetos
tuvieron més de un érgano positivo (principalmente cerebro y corazén) frente a un 40,7 %
en los que el parasito se detecté tiinicamente en cerebro (P > 0,05, F de Fisher). A pesar de
que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05, F de Fisher) el
parésito se detect6 mas frecuentemente en corazén e higado en los fetos epidémicos que
endémicos (corazén: 64,3% versus 37% e higado: 35,7% versus 18,5%). También fue mas
frecuente encontrar mas de un 6rgano positivo por PCR en los abortos epidémicos que en
los endémicos (P < 0,05, F de Fisher), y los tres 6rganos (21,4% versus 7,4%) aunque aqui

las diferencias fueron menos evidentes (P > 0,05, F de Fisher).

Tabla 30. Distribucién de los fetos positivos por PCR en funcién del 6rgano analizado y las

caracteristicas epidemioldgicas del aborto.

Epidémico Endémico
Cerebro 100% (14/14) 92,6% (25/27)
Corazoén 64,3% (9/14) 37% (10/27)
Higado 35,7% (5/14) 18,5% (5/27)
1 érgano positivo 14,3% (2/14) 59,3% (16,27)
2 6rganos positivos 64,3% (9/14) 33,3% (9/27)
3 érganos positivos 21,4 % (3/14) 7,4% (2/27)

El mismo tipo de anélisis se aplic6 atendiendo al periodo de gestacion y a las
caracteristicas epidemioldgicas del aborto (Tabla 31). En el primer periodo de gestacién (n
= 10) tres de los fetos procedian de abortos epidémicos, cinco de endémicos, uno
esporadico y el restante, el tipo de aborto no pudo ser determinado. En el segundo
periodo (n = 40) nueve fueron epidémicos, quince endémicos, tres esporddicos y el resto
de presentaciéon desconocida, y en el altimo tercio de gestaciéon (n = 14) sélo dos de los
abortos fueron epidémicos, siete endémicos y los demés sin determinar. Debido al tamafio
de la muestra, el estudio Ginicamente se llevé a cabo entre los abortos epidémicos y
endémicos y en el primer y segundo tercio de gestacion. Como puede observarse en la
Tabla 31, en el primer periodo las diferencias en frecuencia de deteccién del parasito entre

abortos epidémicos y endémicos, se observaron principalmente en el higado, el cual fue
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mas veces positivo en epidémico que en endémico (66,8% versus 20%; P > 0,05, F de
Fisher), también fue mds frecuente detectar ADN del parédsito en los tres o6rganos
analizados en los abortos de naturaleza epidémica que en los endémicos (66,8% versus
20%; P > 0,05, F de Fisher). En el segundo periodo de gestacién estas diferencias también
estuvieron presentes en el higado (epidémico: 33,3% versus endémico: 20%; P > 0,05, F de
Fisher) y en el corazén el cual en los abortos epidémicos fue positivo en el 66,7% de los
casos frente a un 26,7% en endémicos (P > 0,05, F de Fisher). También fue més frecuente
encontrar més de un 6rgano positivo en los abortos de presentaciéon epidémica que en
endémica (77,8% versus 26,7%; P < 0,05, F de Fisher). En ambos tipos de abortos sélo un
animal tuvo los tres érganos positivos. En el daltimo periodo aunque los resultados no se
analizaron estadisticamente debido al reducido ntmero de casos de la presentacion
epidémica, el parasito se detecté principalmente en cerebro tanto en epidémico como
endémico, encontrandose muy pocos resultados positivos en corazén (uno endémico y
otro epidémico) y ninguno en higado. En relaciéon con los abortos esporddicos, en el
primer periodo de gestacion el parasito se detecté en el tnico aborto esporadico en
corazén e higado, y en el segundo periodo el cerebro de los tres abortos con esta
presentacion fue positivo, y el corazéon en uno de ellos. En el tercer periodo no hubo

ningtn aborto esporadico.

Tabla 31. Distribucién de los fetos positivos por PCR en funcién del érgano analizado, periodo de

gestacion y caracteristicas epidemioldgicas del aborto.

Primer periodo Segundo periodo Tercer periodo

Epidémico Endémico Epidémico Endémico Epidémico Endémico

Cerebro 100% (3/3) 100%(5/5) 100% (9/9) 93,3%(14/15) 100% (2/2) 85,7%(6/7)
Corazon 100% (3/3) 100%(5/5) 66,7% (6/9) 26,7%(4/15)  50% (1/2) 14,3%(1/7)
Higado 66,7% (2/3) 20%(1/5) 33,3% (3/9)  20%(3/15) 0% (0/2) 14,3%(1/7)
1 6rgano positivo 0% (0/3) 0%(0/5) 11,1% (1/9) 66,7%(10/15) 50% (1/2) 85,7%(6/7)

2 6rganos positivos  33,3%(1/3) 80%(4/5) 77,8%(7/9

( 26,7% (4/15)  50% (1/2) 14,3%(1/7)
3 6rganos positivos  66,7% (2/3) 20%(1/5) 11,1%(1/9

67% (1/15) 0% (0/2)  0%(0/7)

NN
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6.2.4.3. Distribucion del ADN de N. caninum en 6rganos fetales

El estudio de la distribucién del parasito se realiz6é sobre 34 fetos seleccionados en
en funcién de la informacién y muestras recopiladas, de los cuales se analizaron por PCR
ademds de cerebro, corazén e higado, los siguientes 6rganos: rifién, pulmén, timo,
ganglios linfaticos mediastinicos y mesentéricos, bazo, diafragma y glandula suprarrenal.
Segun se refleja en la Tabla 32, la mayoria de los 6érganos correspondientes a los fetos del
primer periodo fueron positivos por PCR. Durante el segundo periodo, el ADN de N.
caninum fue detectado también en la mayoria de los 6ganos analizados pero el nimero de
6rganos positivos disminuy6 respecto al primer periodo. Durante el tercer periodo de
gestacion el parasito s6lo se detecté en cerebro y en menor proporcién en otros érganos.
Asi pues, y de acuerdo con lo descrito anteriormente, el parasito se detectd
principalmente en cerebro durante los tres periodo de gestacion. La presencia del parasito
en corazén y diafragma se detecté predominantemente durante el primer y segundo
periodo, y en muy pocos animales en el tltimo periodo. En el rifién, pulmoén e higado, el
parésito se detect6 sé6lo en el primer y segundo periodo. El timo y bazo fueron positivos
en muy pocos fetos (principalmente en el primer periodo) y finalmente, los ganglios
linfaticos y glandula suprerrenal fueron los érganos en los que menos se detect6 la
presencia de N. caninum, sin embargo en ganglios linfaticos se pudo detectar ADN del

parasito en algiin feto perteneciente al tltimo periodo.

Tabla 32. Distribucién del ADN de N. caninum por PCR anidada segtin el periodo de gestacién.

Primer Tercer

Segundo

periodo periodo periodo TOTAL
Cerebro 8/8 (100%) 16/16 (100%) 10/10 (100%) 34/34 (100%)
Corazén 8/8 (100%) 8/16 (50%) 2/10 (20%) 18/34 (52,9%)
Higado 4/8 (50%) 6/16 (37,5%) 0/10 (0%) 10/34 (29,4%)
Rifion 5/7 (71,4%) 8/15 (53,3%) 0/9 (0%) 13/31 (41,9%)
Pulmén 5/8 (62,5%) 8/16 (50%) 0/10 (0%) 13/34 (38,2%)
Diafragma 5/7 (71,4%) 6/15 (40%) 4/9 (44,4%) 15/31 (48,4%)
Timo 3/8(37,5%) 1/14 (7,1%) 0/10 (0%) 4/32 (12,5%)
Bazo 4/8 (50%) 2/16 (12,5%) 0/10 (0%) 6/34 (17,7%)
G.L. Mediastinicos 2/7 (28,6%) 3/11 (27,3%) 1/6 (16,7%) 6/24 (25%)
G.L. Mesentéricos 1/7 (14,3%) 3/12 (25%) 2/7 (28,6%) 6/26 (23,1%)
Suprarrenal 1/6 (16,7%) 1/7 (14,3%) 0/5 (0%) 2/18 (11,1%)
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Por otra parte al agrupar los datos segun las caracteristicas del aborto no se

observaron diferencias evidentes en cuanto a la distribucién del parésito (Tabla 33).

Tabla 33. Distribucién del ADN de N. caninum por PCR anidada segtin caracteristicas

epidemiolégicas del aborto.

Epidémico Endémico Esporadico
Cerebro 6/6 (100%) 11/11 (100%) 3/3 (100%)
Corazon 8/9(88,9%)  17/18 (94,4%) 3/3 (100%)
Higado 9/9 (100%)  16/17 (94,1%) 1/1 (100%)
Rifion 6/6 (100%)  11/14 (78,6%) 3/3 (100%)
Pulmén 4/8 (50%) 7/14 (50%) 0/3 (0%)
Diafragma 4/9 (44,4%) 9/16 (56,3%) 1/3 (33,3%)
Timo 1/8 (12,5%) 2/18 (11,1%) 0/2 (0%)
Bazo 1/9 (11,1%)  4/18 (22,2%) 0/3 (0%)
G.L. Mediastinicos 3/8(37,5%) 2/13 (15,4%) 0/2 (0%)
G.L. Mesentéricos 3/8(37,5%) 3/16 (18,8%) 0/2 (0%)
Suprarrenal 1/6 (16,7%) 1/11 (9,1%) 0/1 (0%)

6.2.5. Cuantificacion de N. caninum en organos fetales

La carga parasitaria se determiné utilizando la PCR cuantitativa en tiempo real en
los siguientes 6rganos: cerebro, corazén, higado, rifién y pulmén, que a su vez habian
sido positivos previamente por la PCR anidada. Al igual que en el apartado anterior el
estudio se realizé sobre 34 fetos, y se compararon las cargas en funcién del periodo de
gestacion y caracteristicas del aborto. En los 6rganos en los que se obtuvo un resultado
negativo por PCR anidada se consideré como valor de carga parasitaria 0 zoitos/pug de

ADN.

En el primer periodo de gestaciéon (n = 8) los 6rganos con mas carga parasitaria
fueron cerebro y corazén, y los que menos higado y pulmén (P < 0,05, H de Kruskal-
Wallis) (Figura 26). Para averiguar entre qué érganos se encontraban estas diferencias se
aplicé una prueba no paramétrica de comparaciones multiples, pero no se obtuvieron

valores significativos (P > 0,005). En este tipo de pruebas se considera como
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estadisticamente significativo un valor de P < 0,05/[k x (k-1)/2], siendo k el nimero de
grupo (en este caso k =5). Por lo tanto y a pesar de obtener valores de P < 0,05 (cerebro
versus higado, P = 0,009; cerebro versus pulmén, P = 0,01; corazén versus higado, P = 0,03;
cerebro versus pulmon, P = 0,04) las diferencias no son significativas. En estos de casos
cuando los resultados difieren entre ambas pruebas los resultados obtenidos aplicando la
prueba de Kruskal-Wallis se consideran preferentes (Morrinson, 2002). En el segundo
periodo (n = 16) el cerebro continué siendo el 6rgano en el que se observé un mayor
nimero de parésitos (P < 0,05, H de Kruskal-Wallis), y en el resto de los érganos
analizados las cargas disminuyeron y fueron de una cuantia similar. No obstante al igual
que lo ocurrido anteriormente, al realizar una prueba no paramétrica de comparaciones
mdltiples, las diferencias no fueron significativas (P > 0,005). Sin embargo, se obtuvieron
valores de P muy préximos a la significacion al comparar la carga de cerebro versus
higado (P = 0,0055) y relativamente cercanos entre cerebro y pulmén (P = 0,008). En el
tercer periodo (n = 10) el parasito s6lo se detect6 en cerebro (10/10) y corazén (2/10), y el
mayor numero de parasitos correspondié a cerebro. Al comparar el nimero de parasitos,
las diferencias observadas fueron significativas (P < 0,0001, H de Kruskal-Wallis) y en este
caso al aplicar una prueba no paramétrica de comparaciones multiples, si se obtuvieron
valores de P significativos entre cerebro y corazén (P < 0,005), y cerebro e higado, rifién y

pulmén (P < 0,0005).

Al comparar la carga parasitaria de los diferentes 6rganos entre los tres periodos
de gestacion se obtuvieron los siguientes resultados. En cerebro, la mayor carga se
observo en los fetos pertenecientes al primer periodo, y la menor en los del altimo (P <
0,005 prueba no paramétrica de comparaciones maltiples). Sin embargo, al comparar la
carga parasitaria en cerebro entre el segundo y el resto de los periodos, las diferencias no
fueron significativas (P > 0,01, prueba no paramétrica de comparaciones multiples). En
corazoén, la mayor carga de pardsitos también se observé en el primer periodo, seguido del
segundo y tercero, y las diferencias significativas se obtuvieron entre los fetos del primer
y tercer periodo de gestaciéon (P < 0,005, prueba no paramétrica de comparaciones
madltiples). En pulmén y rifién el mayor ntiimero de parasitos se obtuvo también en los
fetos del primer periodo, después en los correspondientes al segundo y tercer periodo de
gestacion (P < 0,05, H de Kruskal-Wallis). Pero al establecer la significacion 2 a 2 entre los

tres periodos de gestacion, no se obtuvo tal significaciéon (P > 0,01, prueba no paramétrica
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de comparaciones multiples). En higado, a pesar de que se observé una mayor carga de
parasitos en el primer periodo respecto al segundo y tercero, las diferencias no fueron

significativas (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis).

Figura 26. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la
carga de parasitos (ntimero del parasitos por g de ADN del hospedador) en los diferentes 6rganos
analizados segtn el periodo de gestacién. Teniendo en cuenta que el limite de deteccién de la PCR

en tiempo real es 10! zoitos, todas las muestras positivas fueron = 0,1 zoitos y las negativas (0

zoitos) se representaron en la escala logaritmica con un valor < 0,1 zoito.
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También se estudi6 la carga de N. caninum segin las caracteristicas
epidemioldgicas del aborto. Los 34 fetos incluidos en el estudio, 18 fetos correspondieron
a abortos con presentacion endémica, 9 a epidémica, 3 a esporadica y en 4 no se pudo
determinar el historial abortivo de la explotacién. En los abortos epidémicos el corazén
tuvo mayor carga parasitaria que el cerebro, rifién, pulmén e higado (P < 0,05, H de
Kruskal-Wallis) (Figura 27). Sin embargo, al aplicar una prueba no paramétrica de
comparaciones multiples, no se obtuvieron diferencias significativas (P > 0,005) a pesar de
obtener valores de P < 0,05 (corazén versus higado, P = 0,01; corazén versus pulmén, P =
0,02; corazén versus rifion, P = 0,04; cerebro versus higado, P = 0,05). En los abortos de
naturaleza endémica, el 6érgano con mayor numero de pardsitos fue el cerebro y al
contrastar la carga entre los diferentes érganos se obtuvieron diferencias entre el cerebro y
el resto de los 6rganos analizados (cerebro versus corazén y rifion: P < 0,001; cerebro versus

higado y pulmén: P < 0,0001, prueba no paramétrica de comparaciones multiples). En los
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esporadicos no se encontraron diferencias (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis), seguramente

debido al reducido tamafio de muestra.

Del mismo modo se compard la carga parasitaria presente en los diferentes 6rganos
analizados segtn el tipo de aborto. El estudio indicado tinicamente se realiz6 en los
abortos de tipo epidémico y endémico. En los abortos de nauraleza epidémica se observo
un mayor nimero de parasitos en corazén (P < 0,05, U de Mann-Whitney) y en el cerebro,

higado, pulmén y rifién (P > 0,05, U de Mann-Whitney) que en los endémicos.

Figura 27. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la
carga de parasitos (ntimero de parasitos por pg del ADN del hospedador) en los diferentes érganos

analizados segtn el tipo de aborto (epidémico o endémico)
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6.2.6. Analisis histologico

El examen histolégico se realiz6 en el cerebro, corazén, higado, pulmoén, rifion,
intestino, glandula adrenal y o6rganos linfoides (timo, bazo, ganglios linfaticos
mesentéricos y mediastinicos) procedente de los 34 fetos del estudio anterior.

6.2.6.1. Descripcion de los hallazgos histopatolégicos

Los hallazgos histopatolégicos mas relevantes encontrados en los 34 fetos objeto de

estudio fueron los siguientes. En el cerebro la mayoria de las lesiones fueron localizadas
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en la corteza cerebral y médula oblongada. En los animales con grado 0 no presentaron
lesiones compatibles con la infeccién por N. caninum. Los abortos encuadrados en el grado
1 presentaron nédulos gliales o infiltrado de células redondas en el parenquima cerebral,
presencia de manguitos linfociticos perivasculares y algunos de ellos meningitis no
supurativa. En el grado 2 se observaron areas de necrosis junto con los hallazgos descritos
anteriormente. Finalmente, en el grupo de fetos con lesiones de grado 3 se observaron
lesiones similares a las del grado 2 pero de mayor gravedad, con &reas extensas de
necrosis por coagulaciéon rodeadas por microglias y células redondas (linfocitos,
histiocitos y células plasmaticas) (Figura 28A), asi como focos de hemorragia en algtn feto
(Figura 28B). La presencia de quistes parasitarios sin reaccion inflamatoria a su alrededor,
se pudo observar en tres fetos, dos pertenecientes al primer periodo de gestacién y uno al
altimo. En el cerebro, sélo fue posible el analisis de 24 fetos, en los 10 restantes no se pudo
llevar a cabo el andlisis debido a la consistencia semiliquida del 6rgano o porque no fue

recogido.

La presencia de lesiones en el corazén fue constante al igual que en el SNC. Estas se
caracterizaron por un infiltrado linfoplasmocitario de intensidad variable principalmente
en el epicardio (epicarditis linfocitica) (Figura 29B). Ademas se pudo observar una
inflamacién crénica difusa del masculo cardiaco (Figura 29A) de moderada a grave en los
dos primeros tercios de la gestaciéon. La presencia de taquizoitos se detect6 en el mismo
feto del primer periodo en el que se visualiz6 el quiste tisular. En un feto de los 34
analizados no se pudo realizar el examen histolégico por el elevado grado de autolisis que

presentaba el corazon.

Histologicamente, el higado presentaba la tipica estructura del lobulillo hepatico
con la disposicion trabecular radial hacia la vena centrolobulillar. En los tres periodos de
la gestacion se aprecia la presencia de numerosos megacariocitos, como corresponde al
estadio hematopoyético del higado en estadios fetales. La valoracion histolégica no se
pudo llevar a cabo en 3 fetos por la avanzada autolisis, en los 31 restantes se observé una
ligera a moderada infiltracién perivascular de células redondas (linfocitos y celulas
plasmaticas) en el espacio porta y abundante presencia de células de Kuppfer. En 9 fetos

(4 epidémicos y 5 endémicos) pertenecientes al primer (n = 4), segundo (n = 4) y al tercer
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(n = 1) periodo de gestacion, se apreciaron focos de necrosis aislados (Figura 30A)en las

zonas periportal y media del lobulillo hepatico de gravedad variable.

En el rifiéon se observé un discreto infiltrado de linfocitos principalmente en el
intersticio de la zona medular o, en menor medida, en la zona cortical y ocasionalmente
perivasculitis focal. La valoracién de las lesiones renales en tabulos y glomérulos fue muy
dificil debido a que en la mayoria de los casos el rifién presentaba un avanzado estado de
autolisis no siendo posible el andlisis de 5 muestras. En otros 2 fetos no se remitié muestra

de este 6rgano.

En el pulmoén de los abortos bovinos estudiados también se ha podido observar un
edema variable del tejido conjuntivo que delimita los futuros lobulillos pulmonares, asi
como una infiltracion linfoplasmocitaria que fue mds grave en los animales que
pertenecian al primer periodo de gestacién (periodo glandular del pulmoén). También se
pudo observar en algtn feto una ligera alveolitis macrofagica muy focal (Figura 30B) y
perivasculitis. En un feto perteneciente al segundo periodo de gestaciéon se aprecié una
neumonia necrética multifocal, vasculitis con células necréticas, edema intersticial con
focos de células inflamatorias, algunas de ellas necréticas. En 6 fetos no se remitié muestra

del pulmén.

En 11 fetos de los analizados se remitieron las glandulas adrenales. Debido en
muchas ocasiones al estado de autolisis de los fetos, no siempre fue posible visualizar y
recoger este 6rgano. Sin embargo, se pudo comprobar la presencia de un discreto proceso
inflamatorio crénico en el intersticio de la zona cortical (Figura 31C). Es interesante
destacar la presencia de ganglios nerviosos periféricos en la grasa perirrenal en los que se

apreci6 de forma constante una infiltracion linfocitica perineural en 4 fetos.

Para el estudio del tejido linfoide se tomaron muestras de timo, bazo y ganglios
linfaticos (ganglios mesentéricos y mediastinicos). De las 25 muestras de timo analizadas
pudimos comprobar dos lesiones de forma predominante. La primera lesién prevalecié en
los fetos del primer y segundo periodo de gestaciéon y estuvo marcada por una activacion
de la zona B en algunos de los animales (Figura 31A), correspondiente a un mayor

desarrollo de la forma medular. La segunda lesién se caracterizé por la presencia, no de
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forma constante (n=6 animales), de una depleccién linfoide definida por una practica
ausencia de linfocitos en el centro germinal, siendo sustituidos por detritus celulares y
una infiltracion histiocitica. En dos casos se observaron zonas de necrosis central en el
centro germinal. En el bazo se observé en algunas muestras hiperplasia de la pulpa roja,
esplenitis o deplecion linfoide. En el estudio histopatolégico de los ganglios observamos
en 6 animales una evidente linfadenitis simple inespecifica (Figura 31B) caracterizada por
un edema y una marcada desorganizacion arquitectural, no asociada con ningtn tercio de
gestacion concreto. Sin embargo, pudimos apreciar cierta hiperplasia folicular en 9
animales correspondientes en su mayoria al dltimo tercio de gestacion, en la que se
aprecié6 un aumento del nimero y tamafio de los foliculos linfoides, ademds de una

discreta histiocitosis sinusal.
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Figura 28. Corteza cerebral. (A) Foco de malacea asociado a una reaccién inflamatoria. (B)

Gliosis moderada del neuropilo y focos de hemorragia. H&E x100.

Figura 29. Corazoén. (A) Miocarditis linfocitica. H&E x100. (B) Pericarditis. H&E x40
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Figura 30. (A) Higado. Foco de necrosis intraparenquimatoso. H&E x100. (B) Pulmén. Alveolitis
descamativa H&E x400.

T t.é&
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Figura 31. (A) Timo. Activacién zona B. H&E x40. (B) Ganglio linfatico. Linfadenitis simple
inespecifica. H&E x100.(C) Gldndula adrenal. Foco inflamatorio linfocitico en corteza adrenal. H&E

x200.
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6.2.6.2. Estudio de las frecuencias de presentacion de las lesiones

El estudio de las frecuencias de presentacion de las lesiones compatibles con N.
caninum se realizd en el cerebro, corazén, higado, rifion y pulmoén de los 34 fetos
analizados. Al igual que en el caso de la carga parasitaria, el estudio se llev6 a cabo en
funcién de los 6rganos analizados, del periodo de gestacion y de las caracteristicas

epidemioldgicas del aborto.

Las lesiones se observaron principalmente en el cerebro, higado y corazén de los
fetos analizados con un 95,8% (23/24), 93,5% (29/31) y 90,9% (30/33), respectivamente,
seguidos del rifion con 85,2% (23/27) y del pulmén con el 53,6% (15/28). Las diferencias
estadisticamente significativas sélo se observaron al comparar las frecuencias del pulmoén

con las del resto de los 6rganos (P < 0,001, F de Fisher).

Segun se refleja en la Tabla 34, en la mayoria de los érganos correspondientes a los
fetos del primer y segundo periodo de gestacion se observaron lesiones compatibles con
la infeccion. En el tercer periodo, aunque la frecuencia de presentacion de las lesiones fue
también alta, se observé una ligera disminucion en algunos de los 6ganos analizados. No
obstante, al comparar la frecuencia de los diferentes 6rganos en funcion del periodo de
gestacion no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05, F de

Fisher).

Tabla 34. Distribucién de los fetos con lesiones en funcién del 6rgano analizado y el periodo de

gestacion.
piodo  pesiodo __ poriodo ___ TOTAL
Cerebro 3/32(100%)  12/12(100%) 8/9(88,9%)  23/24 (95,8%)
Corazén 8/8 (100%)  14/15(93,3%) 8/10 (80%)  30/33(90,9%)
Higado 8/8(100%)  14/14 (100%) 7/9(778%)  29/31(93,5%)
Rifion 7/7 (100%)  11/14 (78,6%) 5/6(83,3%)  23/27(85,2%)
Pulmén 5/8 (62,5%) 7/14 (50%) 3/6 (50%)  15/28 (53,6%)

a En el primer periodo de gestacion sélo fue posible el analisis de tres cerebros, en los cinco
restantes no se pudo llevar a cabo la fijacién y el andlisis histolégico debido a la
consistencia semiliquida del érgano.
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También se estudi6 la frecuencia de presentacion de las lesiones segtn el érgano
analizado en los abortos de tipo epidémico y endémico (Tabla 35). Tanto en los abortos de
naturaleza epidémica como endémica, los 6rganos dénde principalmente se observaron
las lesiones compatibles con la infeccion fueron cerebro, higado, corazén y rifién y en
altimo lugar el pulmoén. A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P > 0,05, F de Fisher) las lesiones se observaron mas frecuentemente en el
rifién e higado de los fetos epidémicos, y en el corazén de los endémicos, pero las
diferencias fueron inapreciables. La presentaciéon del aborto esporadica no se analizd

estadisticamente.

Tabla 35. Distribucién de los fetos con lesiones compatibles con N. caninum en funcién del

6rgano analizado y las caracteristicas epidemiolégicas del aborto.

Epidémico Endémico Esporadico
Cerebro 100% (6/6) 100% (11/11) 100% (3/3)
Corazon 88,9% (8/9) 94,4% (17/18) 100% (3/3)
Higado 100% (9/9) 94,1% (16/17) 100% (1/1)
Rifion 100% (6/6) 78,6% (11/14) 100% (3/3)
Pulmén 50% (4/8) 50% (7/14) 0% (0/3)

6.2.6.3. Determinacion de la gravedad de las lesiones

La gravedad de las lesiones vari6 de ausente (0) a grave (3) en los drganos
analizados. Los 6rganos menos afectados fueron el rifién y el pulmén mientras que los
mas afectados fueron el cerebro, corazén e higado. En funcién del periodo de gestacion
(Figura 32), los 6rganos mas lesionados en el primer y segundo periodo fueron el cerebro,
corazoén e higado, y los que menos el rifion y el pulmén (P < 0,005, H de Kruskal-Wallis).
No obstante, no se obtuvieron valores estadisticamente significativos al aplicar la prueba
no paramétrica de comparaciones multiples (P > 0,005) pese a obtener valores de P < 0,05
entre cerebro, corazén e higado versus pulmoén. En el tercer periodo, los resultados fueron
muy parecidos a los anteriormente descritos, la mayor gravedad de la lesién correspondi6
al cerebro y en el resto de los 6rganos los valores fueron similares pero las diferencias

observadas no fueron estadisticamente significativas (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis). Al
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comparar la gravedad de las lesiones de los diferentes 6rganos entre los tres periodos de
gestacién no se obtuvieron, en ningtn caso, diferencias estadisticamente significativas (P
> 0,05, H de Kruskal-Wallis). En el cerebro, los valores obtenidos en los tres periodos
fueron muy parecidos. En el resto de los 6rganos las lesiones mas graves se observaron en
los fetos del primer y segundo periodo, excepto en el pulmén dénde las lesiones mas

graves correspondieron a los fetos del primer periodo.

Figura 32. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la gravedad

de la lesion en los diferentes érganos analizados segutn el periodo de gestacion.
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También se comparé la gravedad de la lesion en los diferentes érganos analizados
segun el tipo de aborto (Figura 33). En los abortos de tipo epidémico y endémico los
6rganos mas afectados fueron cerebro, corazén, higado y rinén mientras que el pulmén
fue el que menos. No obstante, s6lo se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo epidémico (P < 0,05, H de Kruskal-Wallis) y al establecer la
significaciéon 2 a 2 entre los diferentes 6rganos se obtuvieron diferencias significativas
entre el cerebro y el higado wversus pulmén (P < 0,005, prueba no paramétrica de
comparaciones multiples). En corazén versus pulmén aunque se obtuvo un valor P < 0,05
no fue estadisticamente significativo. En el grupo de fetos con aborto esporadico los
lesiones mdas graves se encontraron en cerebro y corazén mientras que en el pulmoén
fueron de grado 0 (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis). De la misma forma que en los estudios

anteriores se compar6 el grado de lesién presente en los diferentes érganos analizados
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entre los abortos de tipo epidémico y endémico pero no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P > 0,05, U de Mann-Whitney). A pesar de ésto, en el
grupo epidémico se observaron en cerebro y corazén mas fetos con lesiones mas graves.
La presentacion del aborto esporddica no se incluyé en este estudio estadistico por el

reducido nimero de fetos.

Figura 33. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la

gravedad de la lesion en los diferentes 6rganos analizados segun el tipo de aborto (epidémico o

endémico).
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6.2.6.4. Caracterizacion del cuadro lesional en el cerebro

Teniendo el cuenta que la lesion en el SNC es la mas importante y caracteristica de
la infeccién por el parésito, se propuso un andlisis del cuadro lesional en este 6rgano. Para
ello, se consideraron los siguientes hallazgos histopatologicos compatibles con la infecciéon
por N. caninum: necrosis, infiltraciéon de células redondas en el parenquima cerebral,
manguitos perivasculares, nédulos gliales y gliosis. Se analiz6 la frecuencia de
presentacion y la gravedad de cada lesion en funcién del periodo de gestaciéon y de las

caracteristicas epidemiol6gicas del aborto.
Los hallazgos microscépicos predominantes fueron el nédulo glial con un 91,7%

(22/24) e infiltracién de células redondas con un 70,8% (17/24), seguidos de gliosis,
necrosis y manguitos perivasculares con un 66,7% (16/24), 58,3% (14/24) y 50% (12/24),
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respectivamente. La diferencias estadisticamente significativas s6lo estuvieron presentes
al comparar la frecuencia de presentacién entre el nédulo glial y la necrosis (P < 0,05, F de
Fisher) o el manguito perivascular (P < 0,01, F de Fisher). Por otra parte, la lesiones mas
graves fueron la gliosis y la necrosis (con una mediana de 2 y 1,5, respectivamente),
seguidas del nédulo glial y el infiltrado de células redondas (mediana 1). La mas leve

fueron los manguitos perivasculares (mediana 0,5).

En relacién con la frecuencia de presentacion de cada lesién en funcién del periodo
de gestacion (Tabla 36), en el primer periodo de gestacion los tres cerebros analizados
presentaron necrosis, manguitos perivasculares, nédulos gliales y gliosis; y dos de ellos
infiltracion de células redondas (P > 0,05, F de Fisher). En el segundo periodo los
principales hallazgos encontrados fueron infiltracién de células redondas y nédulo glial,
seguidos de gliosis, necrosis y manguitos perivasculares (P < 0,05, F de Fisher). Por su
parte, las lesiones més prevalentes en el tercer tercio fueron nédulo glial y gliosis y las de
menor frecuencia necrosis, encefalitis y manguitos perivasculares (P > 0,05, F de Fisher).
Al comparar los tres periodos de gestacion la infiltracion de células redondas fue mas
frecuente en el segundo periodo (segundo periodo versus tercero P < 0,05, F de Fisher). En
los manguitos perivasculares se observé una disminucién en la frecuencia de presentacién
en el tercer periodo respecto al primero y segundo (P > 0,05, F de Fisher) y en el resto de
lesiones las frecuencias obtenidas fueron similares principalmente entre el segundo y el
tercero (P > 0,05, F de Fisher). Hay que destacar que en el primer periodo de gestacion
solo fue posible el analisis de tres cerebros por lo que los datos obtenidos no son muy

representativos.

Tabla 36. Distribucién de las lesiones en el SNC en funcién del periodo de gestacion.

Mo Sewde Teworay
Infiltracién de CR = 2/3(667%) 11/12(91,7%)  4/9 (44,4%)  17/24 (70,8%)
MP® 3/3 (100%) 6/12 (50%)  3/9 (33,3%) 12/24 (50%)
Necrosis 3/3 (100%) 6/12(50%)  5/9 (555%)  14/24 (58,3%)
Nédulo glial 3/3(100%) 11/12(91,7%)  8/9 (88,9%)  22/24 (91,7%)
Gliosis 3/3(100%)  7/12(583%)  6/9(66,7%)  16/24 (66,7%)

a Infiltracién de células redondas en el parenquima
bManguitos perivasculares
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En las lesiones consideradas no se observaron importantes variaciones en relaciéon
con la gravedad de la lesién segtn el periodo de gestacion (Figura 34), no encontrandose
en ningun caso diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05, H de Kruskal-Wallis).
En el primer periodo, a pesar del reducido niimero de muestras analizadas, las lesiones
mas graves fueron la infiltracion de células redondas, necrosis y gliosis (grado 2). En el
segundo periodo la lesién mas grave fue la gliosis, el resto de las lesiones consideradas
presentaron menor grado que en el primer periodo, exceptuando el nédulo glial. Lo
mismo ocurrié con las lesiones de los fetos pertenecientes al tercer periodo, todas ellas
(menos necrosis) fueron de igual (nédulo glial y gliosis) o menor (infiltraciéon de células

redondas y manguitos perivasculares) gravedad respecto al primer y segundo periodo.

Figura 34. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de la gravedad

de las lesiones en el cerebro segtin el periodo de gestacion.
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El cuadro lesional en los abortos con historial epidémico se caracteriz6 por la
elevada prevalencia del nédulo glial, gliosis, infiltracion de células redondas, necrosis y
en menor frecuencia los manguitos perivasculares (P > 0,05, F de Fisher) (Tabla 37). En la
presentaciéon endémica la lesion nédulo glial fue el hallazgo histopatolégico més frecuente
mientras que el resto de las lesiones tuvieron una prevalencia similar (P > 0,05, F de
Fisher). A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P >
0,05, F de Fisher), los porcentajes de todas las lesiones (exceptuando los manguitos
perivasculares) en el grupo epidémico fueron superiores que en el endémico. Cabe

destacar la alta prevalencia observada de gliosis en los abortos epidémicos versus
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endémicos, con un valor de P muy préximo a la significacién (P = 0,07, F de Fisher). En los
abortos esporadicos por el reducido ntimero de muestra no se llevé a cabo el andlisis

estadistico, pero los resultados fueron similares a los de endémicos.

Tabla 37. Distribucién de los hallazgos histopatolégicos compatibles con la infeccién por N.

caninum en funcién de las caradcteristcas epidemiolégicas del aborto.

Epidémico Endémico Esporadico
Infiltracién de CR 2 5/6 (83,3%) 7/11 (63,6%) 2/3 (66,7 %)
MP?b 3/6 (50%) 7/11 (63,6%) 1/3 (33,3%)
Necrosis 5/6 (83,3%) 6/11 (54,5%) 2/3 (66,7%)
Nédulo glial 6/6 (100%)  10/11 (90,9%) 3/3 (100%)
Gliosis 6/6 (100%) 6/11 (54,5%) 3/3 (100%)

a Infiltracién de células redondas en el parenquima
b Manguitos perivasculares

Las lesiones més graves en los abortos epidémicos fueron la necrosis, el nédulo
glial y la gliosis (mediana grado 2) seguidas de la infiltracion de células redondas
(mediana grado 1) y los manguitos perivasculares (mediana grado 0,5) (Figura 35). Por su
parte todas las lesiones en el grupo endémico fueron de carécter leve (mediana grado 1).
Al comparar los dos grupos se observé que la gravedad de la necrosis, el nédulo glial y la
gliosis en los fetos epidémicos fue superior a aquellos con patrén endémico, sin embargo
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (P > 0,05, U de Mann-Whitney).
Aunque no se consider6 significativo en el nédulo glial y la gliosis se obtuvieron valores
de P de 0,054 y 0,07, respectivamente, en el resto fueron P > 0,1. En los esporadicos la
lesion mas grave fue la necrosis (mediana 3), seguida de la infiltracién de células
redondas y la gliosis (mediana 2), el ndédulo glial (mediana 1) y los manguitos

perivasculares (mediana 0).
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Figura 35. Las barras del grafico representan la mediana y los cuartiles 25% y 75% de

la intensidad de las lesiones en el cerebro segun el tipo de aborto (epidémico o endémico).
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6.2.7. Asociacion entre lesidn v carga parasitaria

Se estudid la carga parasitaria obtenida en funcién de la gravedad de la lesiéon
observada. En primer lugar se comparo las cargas parasitarias obtenidas para cada grado
de lesion (0-3), obteniéndose una relacion positiva entre ambas variables (P < 0,05, H de
Kruskal-Wallis). Al establecer la significacion 2 a 2 entre los diferentes grupos se
obtuvieron diferencias significativas entre la carga parasitaria obtenida en los 6rganos con
lesiéon grado 4 wversus grado 0 (P < 0,005, prueba no paramétrica de comparaciones
multiples) observandose una gran similitud entre las medianas de caga parasitaria del
grado 0 y 1, al igual que para el grado 2 y 3. Cuando se procedi6 a realizar el mismo
estudio para cada érgano por separado se comparoé el valor central de la carga parsitaria
en los fetos con lesién 0-1 frente a los de lesién 2-3. Se decidi6 agrupar la gravedad de la
lesién en 2 grados debido a la semejanza en el valor de las medianas y al reducido tamafio
de muestra presente en algunos de los niveles. Cuando se analizaron los datos
estadisticamente solo se encontré un nimero de parasitos/pg de ADN significativamente
mas elevado en las muestras con lesiones de grado 2-3 wversus grado 0-1 en corazén e
higado (P < 0,005 y P < 0,05, repectivamente, U de Mann-Whitney ). En cerebro, la
mediana de la carga parasitaria correspondiente a los fetos con grado 0-1 fue muy similar

a la presentada para el grado 2-3 (5,9 versus 55 numero de parasitos/pg ADN,
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respectivamente), observdndose en algunos casos la presencia de un bajo ntimero de
parésitos y una lesién grave o altas cargas parastarias y lesiones leves. En rifién y pulmoén

las diferencias tampoco fueron significativas.

6.3. DISCUSION

Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores, la manifestacion clinica mas
importante de la infeccién por N. caninum es el aborto en las hembras gestantes. El estudio
de la distribucién-carga parasitaria y del cuadro lesional en fetos abortados en distintos
periodos de gestacion o procedentes de explotaciones con diferentes patrones
epidemiolégicos de la infecciéon, podria ayudar a comprender la patogenia de la infecciéon

en el feto abortado.

Los diferentes estudios realizados sobre la patogenia de la infeccién en el ganado
bovino se han llevado a cabo tanto en infecciones naturales como experimentales.
Aunque muchos de los resultados obtenidos son similares, todavia no se ha logrado
reproducir totalmente lo que ocurre de manera natural en los bovinos gestantes, ya que
son numerosos los factores que parecen influir en el desarrollo de la infeccién (periodo de
gestacion, dosis infectante, aislado, via de infeccion, etc). El aborto por N. caninum puede
tener lugar entre el tercer y el noveno mes de gestacion siendo mas frecuente entre el
cuarto y sexto mes (Lindsay & Dubey, 1996). Experimentalmente, s6lo se ha reproducido
el aborto mediante la inoculaciéon de taquizoitos por via i.v. en el dia 70 de gestacion
(Williams et al., 2000). Cuando la infeccién se ha realizado en el segundo tercio de
gestacion o se han empleado la via s.c. o i.m. se ha originado, en la mayorfa de las
ocasiones, la transmision vertical del parésito y, raramente, la muerte del feto (Barr et al.,
1994a; Innes et al., 2000, 2001; Andriananarivo et al., 2000, 2001; Maley et al., 2003). Por
otra parte, la administracion por v.o. de ooquistes a hembras gestantes en el dia 70 de
gestacion, no causo el aborto ni la transmisién transplacentaria del parasito (Trees et al.,
2002). Estos hechos justifican la utilizacion en este trabajo de fetos abortados procedentes
de bovinos con infecciéon natural, subrayando la importancia de estudiar la infeccién en el
modelo natural. Para la consecucién de este objetivo se analizaron un total de 219 fetos de
los que se detect6 la presencia del parasito por PCR en el 32,8% (72/219), quedando

nuevamente demostrada la alta prevalencia de la infeccién en los fetos bovinos abortados
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en Espafa. En cuanto a la edad fetal del aborto, el mayor porcentaje de fetos positivos al
igual que en otros muchos estudios sobre neosporosis (Dubey, 2003) se sittan en torno a
los 5-6 meses de edad. La tasa de infeccién obtenida es similar a la encontrada en un
estudio realizado recientemente en Espana dénde se detecto la infecciéon en un 10,7-38,8%
de los fetos estudiados, en dependencia de la técnica diagnoéstica utilizada (Pereira-Bueno

et al., 2003).

El desenlace de la infeccién en los bovinos gestantes parece estar determinado
principalmente por el periodo de gestacion en el que ocurre la infeccion. Los estados de
gestacion tempranos son muy sensibles a la infeccion debido a la falta de
inmunocompetencia del feto, produciéndose en la mayoria de las ocasiones el aborto. En
el ultimo tercio de gestacion, el sistema inmune del feto esta suficientemente desarrollado
para producir una respuesta inmune eficaz frente a la infeccién y la consecuencia mas
frecuente de la infecciéon en este periodo es el nacimiento de terneros congénitamente
infectados. Sin embargo, también se ha observado la presencia de abortos por neosporosis
en el dltimo tercio de gestacién, principalmente en el séptimo mes. En el presente estudio,
los fetos analizados menores de 120 dias mostraron una amplia distribucién orgénica del
pardsito y una elevada carga parasitaria en varios de los o6ganos analizados,
principalmente en cerebro y corazén. Estos resultados concuerdan con lo observado por
Dubey et al. (1992) y Wouda et al. (1997a) quienes encontraron por inmonohistoquimica
maés taquizoitos al principio que al final de la gestacion en cerebro y corazoén,
respectivamente. Por su parte, también se ha observado una mayor presencia de quistes
tisulares en fetos menores de 4 meses (Barr et al., 1991a). La identificacion de quistes
tisulares en el cerebro de los fetos pertenecientes a este periodo sélo fue posible en dos
casos, pero debemos sefalar que la identificacion de fases del parasito mediante la tincion
con hematoxilina y eosina es dificil y que quizd con técnicas inmunohistoquimicas
hubiera sido posible la identificacion de un nimero mas elevado de quistes tisulares o
taquizoitos. En los fetos analizados en el segundo periodo, el ADN de N. caninum fue
detectado también en la mayoria de los 6rganos analizados pero el nimero de érganos
positivos, al igual que la carga parasitaria disminuy6 respecto al primer periodo. En el
altimo periodo de gestacion el parasito sélo se detect6 y con cargas més bajas en cerebro

y, ocasionalmente, en corazén, diafragma y ganglios linfaticos. Este hecho coincidié con la
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presencia de anticuerpos anti-N. caninum en muchos de los fetos analizados del segundo y

tercer periodo de gestacion, predominando los fetos seropositivos del séptimo mes.

Estos hallazgos son similares a los observados en infecciones con el VBVD, donde
los fetos de los periodos iniciales de gestacion muestran una amplia distribucién del virus,
mientras que aquellos del final de la gestacién la localizacién del virus fue mas restringida
y las cargas virales encontradas mas bajas (Casaro et al., 1971; Braun et al., 1973; Scherer et
al., 2001). Por otra parte, la deteccion del parasito principalmente en cerebro vy,
ocasionalmente, en corazén y diafragma en el tercer periodo, demuestra que la infeccién
se cronifica y el parasito persiste en esos 6rganos fetales al igual que ocurre en los
animales adultos. Hay numerosas similitudes con los resultados obtenidos en la infeccién
por T. gondii. En este caso el parasito también se ha detectado, principalmente, en cerebro
y corazén en fetos o corderos neonatos (Ducanson et al., 2001) y cerebro, mtsculo cardiaco
o esquelético en ovejas (Dubey & Sharma, 1980; Esteban-Redondo & Innes, 1998). En N.
caninum es también conocido que el cerebro es el principal érgano diana de la infecciéon
durante la fase crénica y donde se localizan los quistes tisulares, sin embargo también se
ha detectado la presencia de un quiste tisular en el corazén de un feto (Anderson et al.,

1991) y en el musculo esquelético de un ternero (Peters et al., 2001a).

En los fetos objeto de estudio, las lesiones se detectaron en cerebro, corazén e
higado, pero también en rifién y pulmén. Estas observaciones coinciden con diferentes
estudios realizados en fetos abortados por neosporosis (Anderson et al., 1990; Barr et al.,
1990; Nietfeld et al., 1992; Boulton et al., 1995; Wouda et al., 1997a; Campero et al., 1998;
Hattel et al., 1998; Morales et al., 2001a). En los fetos del primer y segundo periodo de
gestacion, las lesiones estuvieron presentes en la mayoria de los 6rganos analizados
mostrando una intensidad moderada o grave, siendo el cerebro, corazén e higado los
6rganos mas afectados. En la infecciéon por T. gondii se ha descrito que las lesiones en el
cerebro fueron mas graves en los corderos nacidos de ovejas infectadas a mitad de
gestacion y de cardcter mas leve en los nacidos de las infectadas al final (Buxton et al.,
1982). Por tanto, en el tercer trimestre de gestacién, cabria esperar que los fetos al ser mas
inmunocompetentes controlen mejor la infeccién y las lesiones que presentaran fueran de
caracter leve (Gonzalez et al., 1999). A pesar de que la frecuencia de presentaciéon de las

lesiones en el ultimo periodo fue alta, si se pudo observar una ligera disminucién en la
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frecuencia de presentacion en algunos de los 6rganos analizados, respecto a los fetos del
primer y segundo periodo. Por su parte, la gravedad de las lesiones en los diferentes
6rganos de los fetos del tercer periodo fue ligeramente menor que en los periodos

anteriores, pero las diferencias no fueron significativas.

Estos resultados son similares a los descritos por De Meerschman et al. (2002)
quienes apuntan que los fetos jovenes tienen mayor probabilidad de presentar en el
cerebro lesiones compatibles con la infeccién por N. caninum. Los resultados obtenidos en
nuestro estudio demuestran que entre los tres periodos de gestacion considerados las
diferencias en cuanto a la presentacion de las lesiones y la gravedad de las mismas fueron
escasas. Sin embargo, se pudo observar una tendencia en los fetos del dltimo periodo a
presentar una distribucién mads restringida con intensidad decreciente en los 6rganos
analizados, pero en absoluto comparable con la reduccién de la carga parasitaria o
distribucién del parasito observada en estos fetos. Este hecho puede sugerir que no en
todas las ocasiones existe una relacién positiva entre la presencia del parasito y la lesién o
la gravedad de la misma. Los resultados procedentes de estudios anteriores referentes a la
presencia del pardsito en el drea de la lesiéon son controvertidos. En diferentes estudios
histolégicos en fetos bovinos abortados por N. caninum se ha descrito la presencia de
taquizoitos en los focos de inflamacién y necrosis o en zonas adyacentes (Anderson et al.,
1990, 1991; Boulton et al., 1995; Campero et al., 1998; Gonzalez et al., 1999). En un estudio
reciente se ha demostrado que los taquizoitos se localizan en el foco de la encefalitis
independientemente de la presencia de necrosis (De Meerschman et al., 2002). Por su
parte, Kim et al. (2002a) sefialaron que cuando el grado de inflamacién es leve, la PCR es
incapaz de detectar ADN del paréasito y Corbellini et al. (2002) observaron una mayor
frecuencia de taquizoitos en los cerebros con lesiones mas graves. Sin embargo también se
ha observado en otros casos de aborto que la localizacién de las lesiones no se
correlaciona con la presencia de taquizoitos N. caninum (Hattel et al., 1998, Venturini et al.,
1999). Wouda et al. (1997a) desribieron la presencia de taquizoitos en vasos sanguineos sin
respuesta inflamatoria. En el presente estudio realizamos un anélisis para determinar si,
en las muestras con lesiones més graves, las cargas parasitarias eran mayores. Los
resultados obtenidos asi lo demostraron en corazén e higado pero no en el resto de los
6rganos. En pulmén y rifion dénde la mayoria de los fetos presentaron lesiones de

caracter leve y baja carga parasitaria no se observé esta relaciéon debido probablemente al
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bajo namero de muestras en el grupo con lesiones de mayor gravedad. En el cerebro
tampoco se encontré una relacién entre el nimero de parésitos y la gravedad de la lesion.
En algunos fetos se observé la presencia del parasito y a veces alta carga parasitaria y
lesiones de caracter leve en el cerebro. Este hecho podria explicarse con varios
argumentos: uno de ellos podria deberse al bajo potencial patogénico del aislado
parasitario causante de la infecciéon, aunque segtn se ha observado en el modelo murino
(subobjetivo 2.2.) la alta capacidad de multiplicaciéon del parasito parece estar relacionada
con una elevada patogenicidad; un segundo que tendria relacién con la distribuciéon
aleatoria de las lesiones y del parasito, pudiéndose obtener diferencias entre estos dos
pardmetros debido al proceso del muestreo (Pereira-Bueno et al., 2003); y un tercero por
las propias caracteristicas de la inflamacién en el cerebro, ya que se ha sefialado que los
niveles de antigeno requeridos en el SNC para que se produzca la respuesta imflamatoria
son al menos diez veces mayores y la inflamacion tarda mé en desarrollarse que en los
tejidos periféricos (Matyszak, 1998). Por otra parte, existieron muestras de cerebro con
lesiones moderadas o graves y bajas cargas parasitarias, principalmente en los fetos del
segundo y tercer periodo. En éstos las lesiones observadas podrian ser como consecuencia
de la destruccién de las células infectadas por el sistema inmune méas que por el dafio
tisular causado directamente por el parasito, sugiriéndose que la respuesta inmune
producida frente al parasito podria modular o exacerbar el desarrollo de lesiones en el
SNC, al igual que lo descrito en otros agentes como el VBVD (Roeder et al., 1986).
Asimismo, la capacidad de regeneracion del tejido en el SNC es lenta y limitada
(Matyszak, 1998), por lo que los dafios y la inflamacién causados inicialmente por la
replicacion del agente persisten, atin y cuando la multiplicacién del parasito haya sido

controlada.

Por otra parte también se ha sugerido que el cuadro lesional en el cerebro difiere con
la edad del feto, siendo mas frecuente la observacion de necrosis en fetos jovenes y gliosis
o manguitos perivasculares en fetos de siete meses o en terneros infectados (Ongino et al.,
1992). Sin embargo otros autores no encuentran diferencias en la naturaleza de las lesiones
segiin la edad de los fetos (Wouda et al., 1997a). En el presente estudio se determiné el
cuadro lesional en el cerebro en los tres periodos de gestacion establecidos. En el primer
periodo de gestaciéon hay que destacar que sélo fue posible el analisis de tres cerebros por

lo que los datos obtenidos no son muy representativos. Atn asi, se pudo observar en los
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tres cerebros la presencia de extensas dreas de necrosis, manguitos perivasculares,
noédulos gliales y gliosis. La infiltracion de células redondas en el parenquima cerebral se
observo en dos de los fetos analizados. Diferentes autores han sefialado que en el cerebro
de fetos jovenes (menores de 4-5 meses), el nimero de focos de necrosis es superior y la
reaccion inflamatoria producida es inaparente o de carécter leve, debido seguramente a la
inmadurez del sistema inmune del feto (Barr et al., 1991a; Ogino et al., 1992; Otter et al.,
1995; Kim et al., 2002a). En el presente estudio a pesar de que no se obtuvieron diferencias
significativas, la gravedad de la necrosis fue superior en los fetos pertenecientes al primer
periodo lo que concuerda con lo observado previamente. Sin embargo, la observaciéon en
el tejido lesionado de un infiltrado de células redondas de intensidad moderada,
contradice lo anteriormente descrito. En estos tres fetos sélo pudo determinarse su edad
gestacional basdndose en el desarrollo embrionario del pulmén. Aunque es un método
adecuado para conocer el tercio de gestacion en el cual se encuentra el feto, no permite
conocer con exactitud la edad del animal, por lo que quiza estos fetos estén muy préximos
al periodo en el que el sistema inmune se empieza a desarrollar. La inmunocompetencia
en el feto bovino se desarrolla de manera gradual y aunque existe cierta variabilidad
individual, alrededor del dia 100-120, el feto es capaz de sintetizar anticuerpos frente a
varios antigenos (Swift & Kennedy, 1972). Por otra parte, los monocitos y granulocitos
estdn presentes en la circulaciéon sanguinea del feto desde los 45 dias pero se desconoce
cuando son funcionales (Osburn , 1988). También se ha sefialado la inducciéon de una
respuesta inmune celular en fetos infectados experimentalmente con N. caninum a los 120
dias (Almeria et al., 2003). Estos hechos sugieren que los fetos con edades cercanas a los
100-120 dias de gestacién podrian desarrollar una reaccién inflamatoria, de hecho en un
trabajo reciente se ha descrito en un feto de 4 meses una encefalitis con pequefios focos de
células mononucleares (Corbellini et al., 2002). Por otra parte, las edades de los restantes
fetos correspondientes al primer periodo de gestaciéon se determinaron por la distancia
craneocaudal y variaron de 60 a 115 dias. En estos animales no se dispuso del encéfalo
pero el resto de los 6rganos analizados presentaron un infiltrado de células inflamatorias
de intensidad leve o moderada. En el higado también fue frecuente observar areas de
necrosis. En otro estudio también se ha observado un infiltrado mononuclear en cerebro,
corazoén e higado en fetos de 3-4 meses (Wouda et al.,, 1997a). En el segundo periodo de
gestacion las lesiones mas prevalentes fueron la infiltracion de células redondas y los

nédulos gliales y, en el tercer periodo, los nédulos gliales. Al comparar los tres periodos
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de gestacion, la infiltracién de células redondas fue significativamente mas frecuente en el
segundo periodo. En lo referente a la gravedad de cada lesién no se encontraron
diferencias significativas. Por tanto, podriamos concluir que aunque no existieron
importantes diferencias en el cuadro lesional presentado entre los tres periodos de
gestacion, en los fetos del del primer periodo se encontraron amplias zonas de necrosis, en
el segundo periodo la infiltracién de células redondas en el parenquima cerebral fue mas
frecuente que en los otros periodos y, en el tercer tercio, predominé el nidulo glial frente

al resto de lesiones.

Por otra parte, el cardcter epidemiolégico del aborto (esporddico, endémico o
epidémico) puede también condicionar la distribucién del parasito, asi como la
naturaleza y caracteristicas de la lesiones presentes en el feto. El patrén de aborto
epidémico tendria lugar en explotaciones con escasa o nula prevalencia del parasito y se
ha asociado con una infeccién reciente y la transmision postnatal del parasito. El
endémico se presenta en rebafios doénde el pardsito se transmite verticalmente entre
generaciones sucesivas (McAllister et al.,, 2000; Schares et al., 2002a). La presentacion
endémica fue la forma més frecuente que encontramos en los abortos remitidos para este
estudio y la esporadica la menor. El estado endémico de la infeccién es atribuible a la
amplia distribucién de la infeccién en las explotaciones bovinas y a la habilidad del
pardsito para establecer infecciones crénicas y transmitirse verticalmente a la
descendencia. En la patogenia de la neosporosis se ha sugerido que la magnitud y
duracién de la parasitemia, asi como la respuesta inmune de la madre pueden influenciar
el desenlace de la infeccién en las hembras gestantes (Innes et al., 2000). En la presentaciéon
epidémica, el hospedador al contactar por primera vez con el parasito carece de una
respuesta inmune eficaz que limite la multiplicaciéon del parasito produciéndose una
infeccion generalizada. Si la hembra esta gestante posiblemente un gran ntmero de
taquizoitos llegaran al feto. En el patron endémico, el animal permanece infectado
crénicamente, cuando se produce una reactivacion de la infeccion, las pequetias dosis del
parésito liberados de los lugares de ubicaciéon de los quistes activarian la memoria del
sistema inmune, controldndose de esta forma la multiplicacién del parasito. En estos
casos, cabe esperar que la intensidad y duracion de la parasitemia sean de baja magnitud
asi como el nimero de taquizoitos que llegue al feto. Los resultados obtenidos en este

estudio parecen concordar con estas hipétesis. En los fetos procedentes de explotaciones
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con un historial de abortos epidémico, el parasito se detecté mas frecuentemente en
corazoén e higado siendo significativa la presencia del pardsito en méas de un 6rgano que
en los endémicos. Al comparar las cargas parasitarias entre ambos tipos de abortos, en los
epidémicos se observaron un mayor namero de parasitos en todos los 6rganos analizados,
principalmente en corazén. Asimismo, el corazén fue el érgano con mayor carga
parasitaria en el grupo epidémico y el cerebro en el endémico. Estos resultados sugieren
que la infeccion en los fetos de abortos epidémicos fue mas generalizada y con una mayor
replicacién y distribucion del parasito en los 6rganos analizados, sobre todo en el corazén.
Por el contrario, en los endémicos la infeccién se cronifica antes y el parasito se multiplica
principalmente en cerebro, seguramente porque el nimero de pardasitos que cruza la
placenta es muy bajo y el feto puede controlar la infecciéon antes. En este sentido cabe
pensar que las diferencias obtenidas podrian deberse al periodo de gestacién en el que se
recogieron los fetos de ambos tipos de abortos. Sin embargo al compararlos por periodos
de gestacién, en el primer y segundo periodo se hicieron las mismas observaciones,
detectdandose con mas frecuencia el parasito en higado y corazén en los fetos con
presentacion epidémica y en el cerebro en los endémicos. En el altimo periodo, el parasito

se detect6 principalmente en cerebro tanto en epidémicos como endémicos.

En el estudio histolégico a pesar de no obtener diferencias signifivativas, en el grupo
epidémico se encontraron en cerebro y corazén un ntimero mas elevado de fetos con
lesiones més graves. En el higado se observaron areas de necrosis en mayor namero de
fetos epidémicos que en los endémicos. Estos resultados son similares a los obtenidos
anteriormente, en los que se observa con mayor frecuencia lesiones y mayor ntimero de
taquizoitos en higado en fetos procedentes de abortos epidémicos versus esporadicos

(Wouda et al., 1997a).

Actualmente, se desconoce si el cuadro lesional en el cerebro difiere entre los fetos
procedentes de explotaciones con historial epidémico o endémico. En el presente estudio
observamos una alta prevalencia de la gliosis muy préoxima a la significacion en los
abortos epidémicos versus endémicos. Por su parte, la gravedad de la necrosis, los nédulos
gliales y la gliosis en los fetos epidémicos fue superior a los endémicos. Aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas, quiza por el nimero reducido de

muestras, los resultados obtenidos son bastantes sugerentes y podrian explicarse por las
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diferentes formas de la infeccién en ambos modelos. De manera general, en el epidémico
la cantidad de parasitos que llegan al cerebro probablemente es mas alta que en los
endémicos, provocando al multiplicarse extensas dreas de necrosis. El primer mecanismo
de respuesta al dafio celular seria la activacion de células microgliales para reparar el
tejido daftiado y actuar como células fagociticas. Si el dafio de la organizacién parenquimal
es masivo, las microglias residentes son asistidas por un aflujo de monocitos sanguineos,
los cuales adoptan rapidamente un fenotipo microglial cuando penetran en el parenquima
del SNC. De ésta forma, no es posible discriminar las microglias activadas de los
monocitos sanguineos, en base a su morfologia o propiedades inmunocitoquimicas (Kiao
& Link, 1998; Stoll & Jander, 1999). Por su parte, en el patréon endémico, la carga
parasitaria y el dafio celular es menor por lo que el nimero de células reclutadas en las

lesiones del SNC es mucho menor y la activacién microglial es mas retardada.

La deteccion de la infecciéon por N. caninum en el feto o en la madre no permite
garantizar que el parasito sea la causa directa del aborto, ya que la infeccién en la mayoria
de las ocasiones origina el nacimiento de terneros congénitamente infectados, (Wouda et
al.,, 1998a; Davison et al., 1999b; Pereira-Bueno et al., 2000). Se ha sugerido que la
observacion de lesiones que comprometan la vida del animal permitirian diagnosticar a
N. caninum como la causa del aborto (Thrurmond et al., 1998). En este estudio, los fetos
analizados pertenecientes a los dos primeros periodos de gestaciéon y, principalmente, al
primer periodo, mostraron importantes lesiones y una amplia diseminacioén del parésito,
asi como altas cargas parasitarias en varios de los 6rganos analizados. Basandose en los
resultados obtenidos se podria sugerir que N. caninum fue la causa primaria de la muerte
del feto, fundamentalmente, en el primer periodo de la gestacion. Thurmond & Hietala
(1997a) sefialaron que el mayor riesgo de aborto en vacas congénitamente infectadas esta
entre el dia 90 y 180 dias. Asimismo, la inoculacién de taquizoitos por via i.v. en la
semana 10 de gestacién provocé la muerte de feto a la tercera semana PI (Williamns et al.,
2000, 2003). Sin embargo, las infecciones naturales durante el primer tercio de gestacion
son dificiles de diagnosticar, ya que muchas de las veces si la muerte del embrién ocurre
muy pronto, se produciria la reabsorcién y la salida a celo. La consecuencia que se puede
extraer a partir de esta observacion es que es que la aparente mayor prevalencia de la
infecciéon por N. caninum entre los meses 4 y 6 (Lindsay & Dubey, 1996) puede estar

sesgada por el tipo de fetos que se remiten a los laboratorios de diagnéstico. La
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consecuencia mas frecuente de la infeccion de N. caninum de las hembras gestantes
durante el dltimo trimestre es el nacimiento de terneros congénitamente infectados
(Quintanilla-Gozalo et al., 2000; Williams et al., 2000; Guy et al., 2001). No obstante
también se describen abortos en este tercio de gestaciéon. En los fetos analizados en este
periodo, la localizacion del ADN se restringié principalmente al SNC y las cargas
parasitarias observadas fueron muy reducidas. Asimismo en muchos de ellos las lesiones
observadas tampoco fueron de consideraciéon. En este periodo, otros factores podrian
haber estado implicados siendo el aborto en estos casos, un proceso multifactorial. Entre
éstos se ha sugerido que hormonas o citoquinas de la madre o la infeccién con otros
patégenos como el VBVD pueden influir. En este sentido, en cuatro fetos detectamos
infecciones mixtas por N. caninum y el VBVD y s6lo uno de ellos pertenecié al tercer
periodo, por lo que no parece que sea un importante factor de riesgo. S6lo en un estudio
se ha encontrado una asociacién entre N. caninum y la infecciéon por el VBVD (Bjorkman et
al., 2000); otros autores no han observado tal relacion (Gottstein et al., 1998; Bartels et al.,
1999; Davison et al., 1999a; Mainar-Jaime et al., 2001; Hassing & Gottstein, 2002). Por lo
que respecta a los fetos procedentes de abortos epidémicos, el mayor porcentaje mostrd

importantes hallazgos que inducen a pensar que N. caninum fuera la causa del aborto.

En la actualidad, uno de los problemas mas importantes asociados a la neosporosis
son las dificultades inherentes a la deteccién del agente etiolégico en los tejidos diana de
los individuos sospechosos, unido a la interpretaciéon de la significacion de los hallazgos
laboratoriales en relaciéon con el aborto. En el diagndstico del aborto bovino por
neosporosis, la observacién de lesiones compatibles en el SNC y corazén asociadas con la
deteccion del parasito por inmunohistoquimica o PCR, (Sager et al., 2001; Kim et al,,
2002a; Boger & Hattel, 2003), se ha considerado como criterio diagndstico de la infeccién.
En este estudio para detectar la infecciéon por N. caninum se analizaron por una PCR
anidada cerebro, corazén e higado. El protocolo empleado mostré ser muy eficaz en
detectar la presencia del parasito en fetos abortados, incluso en muestras autoliticas. De
los resultados obtenidos aqui se pueden derivar una serie de recomendaciones practicas
desde un punto de vista diagndstico: (i) el cerebro es el principal 6rgano donde se detecta
el parasito, independientemente del periodo de gestacion y de las caracteristicas
epidemioldgicas del mismo, por lo que su andlisis es indispensable para realizar el

diagnostico; (ii) el corazon fue el segundo 6rgano dénde més frecuentemente se detect6 al
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parésito seguido del higado, siendo especialmente recomendado el andlisis de estos
6rganos en fetos abortados en los primeros periodos de gestacion y en aquellos

procedentes de brotes epidémicos.

En conclusién, este estudio sefiala que la presencia y carga del parasito asi como la
naturaleza y distribucién de las lesiones en los tejidos fetales, fue dependiente del periodo
de gestacion en el que el se produjo la muerte del feto y de las caracteristicas
epidemioldgicas del aborto. Por otra parte subrayamos la necesidad de utilizar el modelo
natural de infecciéon para profundizar en el conocimiento de la patogenia de la infecciéon

en la especie bovina.
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DEL DESARROLLO DE UNA PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL PARA LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE N. caninum:

Primera. La PCR en tiempo real desarrollada permite la cuantificacién de N. caninum
en los tejidos del hospedador natural o experimentalmente infectado con una alta
especificidad, sensibilidad y precisiéon. El método desarrollado es una alternativa a la
inmunohistoquimica y a otras técnicas de PCR para la valoracion de la carga parasitaria
en diferentes fluidos y tejidos. También resulta de utilidad como técnica de diagnéstico,
debido al elevado ntimero de muestras que se pueden analizar y al corto periodo de

tiempo en el que se obtienen los resultados.

DEL DESARROLLO DE UN MODELO MURINO EXPERIMENTAL:

Estudio de los factores que afectan al desarrollo de la infeccién crénica por N. caninum en

el modelo murino.

Primera. La infeccién crénica por N. caninum en el modelo murino estd influenciada
por: (i) la estirpe del ratén utilizada, siendo la estirpe no consanguinea BALB/c mas
apropiada para el desarrollo de la infecciéon crénica que la estirpe consanguinea ICR; por
el (ii) tratamiento inmunodepresor con wuna mayor eficacia del acetato de
metilprednisolona comparado con la ciclofosfamida o vinblastina y (iii) por la dosis
infectiva, ya que cuando se incrementa la dosis también lo hace la gravedad de las
lesiones. A diferencia de lo sefialado por otros autores, no hay diferencias patogénicas

importantes dependientes de la via de inoculacién.

Segunda. En los ratones de la estirpe BALB/c existe una asociacién entre la
gravedad de la lesién y la carga parasitaria en el cerebro que no se presenta en el caso de
los ratones ICR inmunodeprimidos. Este hecho sugiere que la presencia del parésito en el
cerebro contribuye al desarrollo de la lesién pero parece que es necesario al menos un

namero de pardsitos umbral para causarla.
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Estudio de la parasitemia v distribucién orgdnica durante la infeccién aguda v crdnica de

N. caninum en el modelo murino.

Tercera. En la infecciéon por N. caninum en el modelo murino se pueden diferenciar
tres fases. La primera (desde el dia 1 al 5-7 PI) caracterizada por una diseminacién
sistémica de los taquizoitos via sanguinea o linfatica y su multiplicacién en diferentes
6rganos sin una localizacién preferente. La segunda fase (desde el dia 5-7 hasta el 11-13
PI) que coincide con el desarrollo de la respuesta inmune humoral del hospedador y la
desaparicién del parésito de los 6rganos exceptuando el pulmén y el cerebro. En la tercera
fase (a partir del dia 13 PI), la infeccién se cronifica y el parésito s6lo se detecta en el
cerebro donde permanece hasta el final del experimento (dia 63 PI), corrobordandose que el

SNC es el principal lugar de persistencia del parasito.

Cuarta. Existen importantes diferencias en relacion con la patogenicidad de los
aislados NC-Liv y NC-1 en el modelo murino demostrdndose una asociacién entre la
carga parasitaria en cerebro y la presencia de sintomatologia. Se sugiere que una de las
diferencias en virulencia entre ambos aislados podria deberse a la mayor capacidad de
replicacion del pardsito en el cerebro, siendo de gran importancia la cuantificacién
orgénica del pardsito para conocer las variaciones existentes en la virulencia entre los

diferentes aislados de N. caninum.

DEL ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION-CARGA PARASITARIA Y DEL CUADRO
LESIONAL EN FETOS BOVINOS ABORTADOS:

Primera. La presencia y carga del parésito asi como la naturaleza y distribucion de
las lesiones en los tejidos fetales es dependiente del periodo de gestacion en el que se
produce la muerte del feto y de las caracteristicas epidemioldgicas del aborto. Los fetos
pertenecientes a los dos primeros periodos de gestacién y, principalmente, al primer
periodo, asi como los procedentes de brotes epidémicos, muestran importantes lesiones,

una amplia diseminacién organica del parasito y altas cargas parasitarias.

Segunda. En el corazén y en el higado existe una relacién entre la gravedad de la

lesion y la carga parasitaria. El cuadro lesional en el SNC esté influenciado por el grado de
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desarrollo del sistema inmune del feto y las caracteristicas de la infeccion (endémica o

epidémica).

Tercera. Desde un punto de vista diagnéstico, el cerebro es el principal 6rgano
donde se detecta al parasito, independientemente del periodo de gestaciéon y de las
caracteristicas epidemioldgicas del mismo. Por lo tanto, el andlisis del mismo se considera
indispensable para realizar el diagndstico de la infeccién. El corazén es el segundo 6rgano
dénde mas frecuentemente se detectd al parasito seguido del higado, siendo
recomendable el analisis de estos 6rganos en fetos abortados en los primeros periodos de

gestacion y en aquellos procedentes de abortos epidémicos.
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RESUMEN

Neospora caninum es un protozoo pardsito intracelular, estrechamente relacionado
con Toxoplasma gondii, considerado como uno de los principales agentes implicados en el
aborto bovino. La infeccion por N. caninum en el bovino no gestante es generalmente
persistente y asintomatica; sin embargo, las principales consecuencias en vacas gestantes
son el aborto y el nacimiento de terneros sanos pero congénitamente infectados. El
desenlace de la enfermedad depende del momento de la gestacion en el que se produce la
infeccién: en las primeras fases de la gestacion, la infeccién intrauterina es causa de
aborto; sin embargo, en los ultimos meses, tiene como consecuencia el nacimiento de
terneros sanos pero congénitamente infectados. Otros factores que influyen en su
desarrollo son: la virulencia del aislado, el modo de transmisién (vertical u horizontal) y el
tipo de infeccién (primoinfeccién, recrudescencia o reinfeccion) y su relacion con la
respuesta inmune materna. Actualmente, todavia existen dificultades para reproducir
experimentalmente la infeccién en el ganado bovino, debido al desconocimiento de los
factores que pueden determinar el curso de la enfermedad. En este sentido, el ratén es un
modelo valioso para la caracterizacion de los factores dependientes del hospedador y del
parésito, asi como para el estudio de la patogenia de la infeccién por N. caninum. Su
utilizacion queda justificada en primer lugar, por la ausencia de un modelo definido de la
infeccion en la especie bovina, y en segundo lugar por su facilidad de manejo y estudio:
tamafio pequefio, coste econdmico, disponibilidad de reactivos, y principios de ética
animal. Por otra parte, el estudio en el modelo natural de infeccién de la distribucién y
cargas parasitarias y de la gravedad de las lesiones en funcién del periodo de gestacién y
de las caracteristicas epidemiolégicas del aborto, puede contribuir a esclarecer algunos de
los factores determinantes de la patogenia de la neosporosis. Para ello, es fundamental
disponer de las herramientas necesarias que permitan investigar la influencia de los
factores objeto de estudio en los hospedadores natural y experimentalmente infectados.
Entre ellas, es particularmente importante el desarrollo de métodos que permitan la
deteccion y cuantificacion de los agentes patégenos en los diversos fluidos y tejidos del

hospedador.

El primer objetivo consistié en el desarrollo de una PCR en tiempo real, sensible y
especifica, para la cuantificaciéon y deteccion de N. caninum tejidos infectados del
hospedador, empleando para ello el sistema SYBR Green I™ y las sondas TagMan™. Un

método similar fue desarrollado para la cuantificaciéon del gen 285 ARNr del ADN del
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hospedador con el fin de poder comparar la carga parasitaria en diferentes muestras,
6rganos y hospedadores y corregir la presencia de potenciales inhibidores de la PCR en
las muestras. Cuando se realiz6 el ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el
sistema SYBR Green I, se obtuvo una curva estandar lineal de 6 logs con el ADN
equivalente a 10-! hasta 10 taquizoitos (R2= 0,998). Sin embargo con las sondas TagMan
sOlo se logr6 detectar entre 1 y 10 parasitos por reacciéon. De acuerdo con los resultados
obtenidos, se utilizé el SYBR Green I en los trabajos posteriores. La aplicabilidad de esta
técnica fue probada con éxito en una bateria de muestras de encéfalo procedentes de
hospedadores natural y experimentalmente infectados, lograndose una elevada
repetitividad y precision. Todas las muestras fueron analizadas por histologia y una PCR
anidada del fragmento ITSI, obteniéndose una elevada concordancia entre las técnicas de

PCR.

El segundo objetivo fue el desarrollo de un modelo murino experimental para el
estudio de la patogenia de la infeccion por N. caninum. Para su cumplimiento se
propusieron dos subobjetivos. El primer subobjetivo fue el estudio del efecto de los
factores dependientes del hospedador y del parasito en el desarrollo de la infecciéon
crénica por N. caninum en el modelo murino. Para ello, se inocularon ratones no
consanguineos (ICR) y consanguineos (BALB/c) con diferentes dosis de taquizoitos del
aislado NC-1 (4x105, 10¢ and 5x10¢), vias de inoculacién (intraperitoneal y subcutdnea) y
tratamientos inmuodepresores (acetato de metilprednisolona-AMP-, ciclofosfamida -Cy-
y vinblastina -VLB-). La gravedad de la lesion se investig6 en el higado, pulmoén, corazén
y cerebro; se estim¢ la carga parasitaria en el cerebro por la PCR en tiempo-real; y se
midieron los titulos de anticuerpos por IFI. La correlacién entre la carga parasitaria en el
cerebro y la intensidad de la lesién fue también estudiada. Los resultados obtenidos
sugieren que la infeccién crénica por N. caninum en el modelo murino estuvo influenciada
por (i) la estirpe del ratéon: BALB/c fue més apropiada para el desarrollo de la infeccion
cronica que la estirpe ICR; (ii) tratamiento inmunodepresor: el acetato de
metilprednisolona fue mas efectivo que la ciclofosfamida o vinblastina y (iii) la dosis
infectiva: la dosis mas alta produjo una mayor gravedad de la infeccién. No se observaron
diferencias en relacién con las vias de inoculacién. En los ratones de la estirpe BALB/c

existio una asociacion entre la gravedad de la lesion y la carga parasitaria en el cerebro.
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En el segundo subobjetivo se caracterizo la distribuciéon temporal y la cinética de la
carga parasitaria en la sangre y en diversos érganos durante el curso de la infeccion de N.
caninum. La diferencia en virulencia entre aislados también se estudié comparando el
curso de la infeccién en ratones BALB/ ¢ infectados con 10¢ taquizoitos de los aislados NC-
Liv o NC-1. Con este proposito, se estudio la carga parasitaria en sangre, higado, pulmén,
cerebro, bazo y ganglios linfaticos utilizando la PCR en tiempo-real y la respuesta inmune
del hospedador (IgG1l y IgG2a) por ELISA. El curso de la infeccion por N. caninum se
estudi6é durante 63 dias y se pudieron diferenciar tres fases. La primera (desde el dia 1 al
5-7 PI) caracterizada por una diseminacion sistémica de los taquizoitos via sanguinea o
linfatica y su multiplicacién en diferentes 6rganos sin una localizacién preferente. El
segundo periodo (desde el dia 5-7 hasta el 11-13 PI) que coincide con el desarrollo de la
respuesta inmune del hospedador y la desaparicion del parédsito de los 6rganos
exceptuando el pulmoén y cerebro. En la tercera fase (a partir del dia 13 PI) la infeccién se
cronificé y el parasito permanecié en cerebro hasta el final del experimento (dia 63 PI),
corroborandose que el SNC es el principal lugar de persistencia del parésito. Por otro
lado, se observaron importantes diferencias en relacién con la patogenicidad de los
aislados NC-Liv y NC-1 en el modelo murino y se demostré una asociacién entre la carga
parasitaria en cerebro y la presencia de sintomatologia, sugiriendo estos resultados que
las diferencias en virulencia entre ambos aislados podria deberse a la diferente capacidad

de replicacion del parasito en el cerebro.

El altimo objetivo consistié en el estudio de la infecciéon por N. caninum en fetos
bovinos abortados, investigando la influencia de la edad fetal (primer, segundo y tercer
periodo) y las caracteristicas epidemiolégicas del aborto (epidémico, endémico,
esporadico) sobre la distribucion-carga parasitaria y sobre la presencia y gravedad de las
lesiones en los diferentes 6rganos. Con este propésito, se analizaron un total de 219 fetos y
el diagnostico de la infeccién por N. caninum se bas6 en la detecciéon del ADN del parésito
en cerebro, corazén e higado por una PCR anidada del segmento ITS1. La presencia del
paréasito se detect6 en 72 (37,5%) fetos bovinos. Cuando se compararon las diferentes
edades se observé una mayor distribuciéon y cargas parasitarias, asi como lesiones méas
graves en los fetos correspondientes al primer y segundo periodo de gestacion. En el
altimo periodo de gestacion, el feto fue capaz de controlar la infeccion, presuntamente por

el desarrollo de una activa respuesta inmune. En estos fetos, la lesiones fueron de caracter
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mas leve y el parasito s6lo pudo ser detectado en pequenia cantidad en el cerebro y,
esporddicamente en el diafragma, el corazén y los ganglios linfaticos. Aunque no se
encontraron marcadas diferencias en el tipo de lesiones cerebrales entre fetos de
diferentes edades, en los fetos del primer periodo se observaron extensas areas de necrosis
y en los del segundo o tercer periodo un mayor namero de fetos presentaron infiltracién
de células inflamatorias o ndédulo glial, respectivamente. Por otra parte, los fetos
procedentes de abortos epidémicos mostraron una mayor diseminacién y cargas del
parésito, principalmente, en corazoén, asi como lesiones més graves. El cuadro lesional en
el SNC se caracterizé por una frecuencia mas elevada y mayor gravedad de las lesiones
consideradas especialmente, de la gliosis. Este estudio también demostré una relaciéon
entre la gravedad de la lesién y la carga parasitaria en el corazén y en el higado. En el
SNC no se encontré esta asociaciéon y en algunos fetos se observaron lesiones moderadas o
graves y bajas cargas parasitarias, principalmente, en los fetos del tercer periodo. Desde
un punto de vista diagndstico, el estudio del cerebro se considera indispensable para
realizar el diagnéstico de la infeccién. El examen del corazén e higado se recomienda
especialmente en fetos abortados en los primeros periodos de gestacion y en aquellos

procedentes de abortos epidémicos.
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SUMMARY

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan closely related to
Toxoplasma gondii, that is considered as one of main agents implicated in bovine abortion.
N. caninum establishes a persistent infection in the host and is generally asymptomatic in
non-pregnant cattle. However, the consequences of infection in pregnant cow can be
abortion and birth of a clinically healthy but persistently infected calves. The outcome of
the disease depends on the stage of gestation at which the dam is infected: the intrauterine
N. caninum infection during early stages of pregnancy causes abortion; however, during
the later periods it results in the birth of clinically healthy but persistently infected calves.
On the other hand, other factors can influence on the outcome of infection: parasite
virulence, routes of Neospora transmission (vertical or horizontal), type of infection
(primary infection, recrudescence and reinfection) and the maternal immune response. To
date, there are still some difficulties to reproduce the consequences of the infection in
cattle experimentally, since it is unclear which specific factors play a major role in
determining the outcome of the infection. Mice can be a potentially valuable model for the
characterization of host and parasite factors and the study of the pathogenesis of N.
caninum infection, which would be difficult to achieve using outbred cattle. Advantages of
a murine model are small body size, availability of immunological reagents and easy
handling. On the other hand, the influence of the age of aborted fetuses and abortion
pattern on parasite distribution and loads and lesion severity can shed light on the
pathogenesis of the neosporosis. Finally, the ability to quantify N. caninum in tissue
samples can be a useful quantitative diagnostic tool for the study of the pathogenesis of
Neospora infection in cattle and murine models. Besides, there is practical need for a fast

and efficient method to quantify N. caninum in infected tissues.

The first objective was to develope a sensitive and specific real-time PCR assay for
the quantitative detection of N. caninum in infected host tissues, employing the double-
stranded DNA-binding (dsDNA) dye SYBR Green I™ and TagMan™ probes. A similar
method was developed to quantify the 285 rRNA host gene in order to compare the
parasite load of different samples and to correct for the presence of potential PCR-
inhibiting compounds in the DNA samples. A linear quantitative detection range of 6 logs
with a calculated detection limit of 10! tachyzoite per assay was observed with excellent
linearity (R2=0.998) using SYBR Green I. However, when TagMan probes was employed,

only 1-10 tachyzoites per assay were detected. As a consequence of these results SYBR
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Green I method was used for subsequent studies. The applicability of the technique was
successfully tested in a battery of brain samples from naturally and experimentally
infected hosts. All samples were also tested by histopathological analysis and ITS1
Neospora nested-PCR and a high degree of agreement was shown between both PCR

techniques.

The second objective was to develop of a laboratory model for N. caninum infection
and for this purpose two subobjectives were planned. The first subobjective was to
investigate the effect of several host and parasite factors on the outcome of chronic
neosporosis in mice. In order to achieve this, groups of outbred (ICR) and inbred
(BALB/c) mice were inoculated using different NC-1 parasite doses (4x105, 106 and 5x10¢),
inoculation routes (intraperitoneally and subcutaneously) and immunosuppressive
treatments (Methylprednisolone Acetate -MPA-, Cyclophosphamide -Cy- and
Vinblastine -VLB-). Lesion severity was analyzed in liver, lung, heart, and brain tissues,
parasite load was measured by real-time PCR in brain tissue and antibody titers by IFAT
test. The correlation between brain parasite burden and lesion severity was also
examined. The results suggest that severity of infection was influenced by (i) host strain:
BALB/c was more appropriate in order to develop a chronic infection than
immunosuppressed ICR mice; (ii) immunosuppressive treatment: MPA was more
effective than Cy and VLB and (iii) infective dose: the higher inoculum size was
associated with a higher infection intensity. No differences were observed with respect to
inoculation route. The study also showed an association between brain parasite burden

and severity of cerebral lesions in BALB/c mice.

Second subobjective concerned the characterization of the temporal distribution
and parasite load kinetics in blood and organs during N. caninum infection in mice. The
relationship between parasite isolate and virulence was also explored by comparing the
course of the infection in BALB/c mice inoculated with 10¢ tachyzoites from NC-Liv or
NC-1 isolates. Parasite load was measured by real-time PCR in blood, liver, lung, brain,
spleen and lymph nodes and serum Neospora-specific isotype antibodies (IgG1 and IgG2a)
were determined using an ELISA test. The course of Neospora infection in mice was
followed for 63 days and could be separated into three phases. The first phase, following

infection (from day 1 to 5-7 PI) was characterized by systemically dissemination of
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tachyzoites via peripheral blood or lymph and its multiplication in different organs
without any preferential site. The second period (from day 5-7 to 11-13 PI) coincided with
development of host immunity, the tachyzoites were cleared from host tissues and were
only detected in lung and brain. In the third phase (day 13 onward) the infection became
chronic, the parasite remained in brain tissue at low loads until the end of experiment
(day 63 PI), corroborating that CNS is the major site of persistence. The most important
finding attributable to isolate and related to the virulence observed was the presence of
symptoms and a higher parasite burden in brain. Nevertheless, this report demonstrated
an association between brain parasite load and the presence of symptoms. These results
demonstrated that Nc-Liv was more pathogenic than Nc-1 isolate, surely due to a higher

capacity of replication of the Nc-Liv isolate.

The final objective was to the study of N. caninum infection in bovine aborted
foetuses. We studied the influence of the age of aborted fetuses (first, second and third
gestational periods) and abortion pattern (sporadic, endemic and epidemic) on the
distribution and levels of parasites, in addition to the presence and nature of lesions in the
different tissues. For this purpose a total of 219 fetuses were analyzed and diagnosis of the
N. caninum infection was based on the detection of parasite-specific DNA by an ITS1
nested-PCR in brain, heart and liver. The presence of the parasite was detected in 72
(37,5%) bovine fetuses. When we compared the different age classes, a higher parasite
distribution, parasite loads, and severity lesion were observed in the fetuses
corresponding to the first and second pregnancy period. In the last trimester of pregnancy
the fetuses were able to eliminate the infection presumably by an active immune
response. The parasite could only be detected at low levels in the brain and sporadically
in the diaphragm, heart and lymph nodes and lesions were mild. Although we did not
find marked differences in histologic lesions in brain among different age classes, we
observed large necrotic foci in the foetuses from the first period, a higher number of
animals with inflammation cells or glial nodules in the second or third period,
respectively. On the other hand, the present study shows a higher N. caninum
dissemination and parasite loads in tissues from fetuses aborted during epidemic abortion
outbreaks, particularly in heart. The Neospora-associated lesions in the organs analyzed
were also more severe in epidemic abortions. The histologic picture in CNS was

characterized by a higher frequency and severity of the lesions considered with special
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reference to gliosis. Our study also demonstrated an association between lesion severity
and parasite burden in heart and liver. This correlation was not found for the CNS where
severe brain pathology and low parasite loads was sometimes observed, mainly in
foetuses from the last period of pregnancy. These findings suggest that the nascent
immune response appears to modulate the development of lesions in brain. With regard
to the diagnosis and according to the results obtained, we recommend the analyses of the
brain as the best option to detect infection in aborted bovine foetuses. However, the
examination of the heart and liver can be very helpful in foetuses aborted during the first

and second periods of pregnancy and those aborted during epidemic abortion outbreaks.
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