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Resumen 
La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria causada por 

Neospora caninum (N. caninum), un protozoario intracelular obligado responsable de 

abortos en bovinos. Las altas tasas de aborto, mortalidad e infertilidad en el ganado, da 

como resultado grandes pérdidas económicas para las industrias de carne y lácteos, 

conosiéndose esta enfermedad como la enfermedad del billón de dólares. 

El ciclo de vida de N. caninum se caracteriza por ser heteroxeno facultativo, 

involucrando un hospedador cánido definitivo, donde ocurre la replicación sexual y una 

gama de hospedadores intermediarios donde tiene lugar la replicación asexual 

(bovinos, caballos, ovejas, ciervos). El hospedador definitivo elimina ooquistes a través 

de las heces contaminando así el alimento del ganado y por ende infectando al mismo. 

La transmisión vertical (de madre a hijo) es la principal vía de contagio de los bovinos. 

El objetivo del presente trabajo es evaluar métodos serológicos y moleculares, para el 

diagnóstico de N. caninum en muestras de suero y citobrush de ganado bovino lechero 

y cárnico. Un total de 306 vacas/vaquillonas de 13 predios de  9 departamentos de 

Uruguay se testearon por PCR y ELISA in house desarrollado en el Laboratorio 

Interacciones Hospedero-Patógeno del Instituto Pasteur de Montevideo. La 

seroprevalencia para bovinos de carne detectada fue de 12,2% (IC95%: 5,8-19,3%) a 

nivel de animales y 66,67% a nivel de predios. Para bovinos de tambo, la 

seroprevalencia fue de 28%. ADN de N. caninum se detectó en  15% de las muestras  

de citobrush de vacas abortadas, analizadas por PCR (23 de 153 muestras, IC95%: 10,2 

- 21,5%). La prevalencia a nivel de rodeos cárnicos fue de 77,8% (7 de 9 predios). La 

neosporosis continúa siendo una enfermedad endémica en nuestro país.  
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1. Introducción 
La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria causada por 

Neospora caninum (fig. 1), un protozoario intracelular obligado del filo Apicomplexa, 

que es responsable de abortos en bovinos. Esta enfermedad constituye una de las 

principales causas de aborto en ganado, con un impacto económico significativo en la 

industria ganadera, tanto a nivel mundial como en nuestro país, donde la producción 

bovina es una de las principales fuentes de divisas (Piaggio,  J., et al, 2007). Los 

abortos en un rodeo pueden ocurrir con diferentes patrones, entre ellos epidémicos, 

también conocidos como tormentas de abortos. A su impacto económico sobre la 

producción, se agregan importantes trastornos y muerte en animales de compañía 

(Reichel et al., 2013). 

 

Figura 1. Microscopía de expansión de ultraestructura de vacuola parasitófora (Pv) de N. caninum. 

Tomado de Tomasina et al., 2023. 

 

1.1 Pérdidas económicas por Neospora caninum 
En nuestro país, se ha encontrado una amplia difusión de N. caninum tanto en 

establecimientos lecheros como en los rodeos de carne, siendo uno de los principales 

agentes hallados en los diagnósticos de aborto bovino que realiza en forma rutinaria la 

Dirección de Laboratorios Veterinarios (DILAVE, Ministerio de Ganadería, Agricultura y 

Pesca). La importancia de la enfermedad radica en las pérdidas directas ocasionadas 

por los abortos. La tasa de procreo constituye una de las mayores limitantes para el 

crecimiento sostenido de la producción de carne vacuna al que nos desafía el aumento 

de las exportaciones. Otras pérdidas incluyen la posible disminución de la producción 

de leche en vacas seropositivas, muerte fetal temprana, mortalidad neonatal, 
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infertilidad, alargamiento de los períodos interpartos, reducción de los animales de 

reemplazo (Piaggio,  J., et al, 2007).  

El sector agropecuario representa entre el 6% y el 7% del PIB en Uruguay 

(2019-2022). Al incluir los subsectores e industrias asociadas, se lo suele denominar 

sector agroindustrial y su contribución es entre 14% y 16% del PIB (2019-2022). La 

agroindustria, además de su participación directa, genera efectos positivos sobre otros 

sectores, con encadenamientos hacia atrás (por una mayor demanda de servicios de 

transporte, almacenamiento, producción de insumos, telecomunicaciones, etc.) y hacia 

delante (gran parte de la producción agroindustrial nacional sirve de insumo para otras 

industrias). La producción bovina es el sector que genera la mayor cantidad de divisas 

para nuestro país, siendo la carne bovina uno de los productos de mayor peso y el 

motor principal de las exportaciones de Uruguay. El sector agropecuario y 

agroindustrial en su conjunto, del cual la producción bovina es un pilar, representa 

aproximadamente el 80% de las ventas totales de bienes del país. La ganadería bovina 

es una parte sustancial de esa contribución al PIB (entre 6% y 8% directamente, y 

hasta 12-16% con la cadena agroindustrial) y la generación de empleo (Uruguay XXI, 

2024).  

A pesar de su importancia sociocultural y económica, la ganadería lechera en 

Uruguay no ha experimentado un aumento significativo en el número de cabezas de 

ganado en las últimas décadas, debido en parte a la baja eficiencia reproductiva y a un 

alto riesgo de mortalidad de terneros. N. caninum es uno de los principales patógenos 

abortivos en el ganado lechero; sin embargo, las pérdidas económicas causadas por la 

neosporosis en Uruguay se han estimado, mas siguen sin ser calculadas. Un estudio 

realizado con datos sobre abortos asociados a neosporosis que ocurrieron en 2018 en 

Uruguay, tuvo como objetivo evaluar las pérdidas económicas anuales directas para el 

sector lechero primario (productores lecheros) debido a los abortos resultantes de la 

neosporosis bovina en el rodeo uruguayo. Se utilizó un modelo bioeconómico ajustado 

para estimar las pérdidas económicas por abortos tempranos (segundo trimestre de 

gestación) o tardíos (tercer trimestre de gestación). La pérdida económica promedio 

por aborto debido a la neosporosis fue de US$ 868 (rango 605–1.162) si la vaca 

abortada permanecía en el rebaño sin abortos adicionales a lo largo de su vida 

productiva, y de US$ 1.866 (rango 782–2.825) si la vaca era descartada después del 

aborto. Las pérdidas económicas estimadas para el sector primario debido a los 

abortos ocurridos en 2018 totalizaron casi US$ 12 millones, lo que se atribuye a la 
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pérdida de crías, la lactancia retrasada, la reducción de la vida productiva (menos días 

en producción de leche/días de vida) y el descarte temprano. Estas pérdidas estimadas 

reflejan solo el sector primario, excluyendo los sectores secundario (industrial) y 

terciario (servicios). En términos físicos, los abortos asociados con la neosporosis 

causaron una pérdida total de 62 millones de litros de leche, lo que representa el 3.3% 

del volumen industrializado anualmente en el país. Las pérdidas estimadas no tuvieron 

en cuenta las ganancias perdidas por los productores lecheros de la producción de 

carne (es decir, la cría, engorde y venta para faena de terneros machos de razas 

lecheras perdidos debido a la neosporosis), ni ninguna pérdida indirecta (por ejemplo, 

la pérdida de mérito genético, el crecimiento atrofiado del hato lechero nacional, etc.). 

Esta información puede ser utilizada por los productores, veterinarios y formuladores 

de políticas para evaluar la relación costo-beneficio de implementar estrategias de 

control y prevención de la neosporosis bovina tanto a nivel de finca como a nivel 

nacional (Carrillo Parraguez et al., 2025). 

En Estados Unidos, se han estimado las pérdidas económicas debido a la 

neosporosis bovina en billones de dólares, y se estiman cientos de millones de dólares 

en países sudamericanos como Argentina o Brasil (Carrillo Parraguez et al., 2025). 

Debido a la carga que supone para la economía mundial, la neosporosis es conocida 

como la enfermedad del billón de dólares (Reichel et al., 2013). 

​ Un meta análisis realizado en 2019, sostiene que el principal impacto económico 

como resultado de la neosporosis bovina son los efectos negativos en la performance 

reproductiva de las hembras, y su disminución en la producción de leche del ganado 

lechero. A escala global, los abortos inducidos por N. caninum causan pérdidas 

anuales estimadas en más de US$ 1.298 billones, dos tercios de los cuales son 

incurridas por la industria láctea y un tercio por la industria cárnica (Ribeiro et al., 

2019).  

1.2 Historia 
El parásito Neospora caninum fue descubierto en 1984 por Bjerkas y 

colaboradores, y se lo vinculó inicialmente a perros que presentaban sintomatología 

nerviosa, y fue confundido con el parásito Toxoplasma gondii por formar el mismo tipo 

de quiste y estructura visualizada al microscopio óptico (Bjerkås et al., 1984). 

Posteriormente, se identificó el mismo agente asociado a encefalomielitis en terneros 
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neonatos (Parish et al., 1987). En 1988, Dubey y colaboradores proponen describir la 

nueva especie como Neospora caninum, generando un nuevo género Neospora, tras 

identificar el parásito en perros que presentaban la misma sintomatología clínica que 

describieron Bjerkas y colaboradores. Antes de 1984, N. caninum estaba 

erróneamente identificado  como Toxoplasma gondii. Los reportes de Bjerkas et al. en 

1984 y Dubey et al. en 1988 sobre un parásito similar en perros, y lo denominaron 

N. caninum, tenían  tres caracteres, basados en la información disponible, que lo 

diferenciaban de T. gondii y coccidios relacionados. En primer lugar, la entidad clínica 

con parálisis, especialmente de las extremidades traseras, era un síndrome no 

observado en otras especies diagnosticadas con toxoplasmosis. En segundo lugar, los 

quistes tisulares de este parásito presentaban una morfología distinta. En tercer lugar, 

no se detectaron anticuerpos contra T. gondii en estos perros y los parásitos no 

reaccionaron a los anticuerpos contra T. gondii en las pruebas inmunohistoquímicas. 

Se propuso la creación de un nuevo género para acomodar la especie N. caninum 

porque se consideraba que el parásito no clasificaba dentro los géneros existentes 

(Dubey et al., 2002). 

En 1989, en una granja en Nuevo México, Estados Unidos, se identificó por 

primera vez a este patógeno como agente causante de abortos en vacas lecheras 

(Thilsted & Dubey, 1989). Posteriormente la infección por este parásito se asoció a las 

pérdidas reproductivas ocasionadas en ganado bovino en varios países (Dubey & 

Lindsay, 1996a). En 1992, se comprueba la transmisión vertical  en la especie bovina 

(Dubey et al., 1992) y en 1993, se obtiene el primer aislado de N. caninum a partir de 

un feto bovino (Conrad et al., 1993). Se han realizado numerosos estudios de 

prevalencia de la infeccion en diversas regiones del mundo, pasando a considerarse la 

neosporosis como una de las principales causas de aborto bovino en el mundo (Dubey 

et al., 2007). 

 

En Uruguay, se evidenció por primera vez la circulación de N. caninum en 1997, 

mediante la detección de anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta de muestras 

de perros (Barber et al., 1997a). Posteriormente, se reportó la presencia del parásito en 

fetos abortados bovinos en 1999 por inmunohistoquímica y técnicas serológicas 

(Bañales et al., 1998). Desde ese momento la neosporosis se diagnostica 

rutinariamente. En 1999 y 2000, el 37% de los fetos bovinos abortados enviados al 

DILAVE fueron confirmados para N. caninum. Un estudio seroepidemiológico en 
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establecimientos lecheros reportó una seroprevalencia de N. caninum de 60 % tras 

examinar muestras de suero con IFAT (indirect fluorescent antibody test) (Kashiwazaki 

et al., 2004). Siendo dicha publicación el primer reporte de aborto bovino asociado a 

N. caninum. Posteriormente, Bañales et al., 2006 reportaron seropositividad de 

rebaños de bovinos de carne de todo el país tras analizar sueros para la presencia de 

anticuerpos IgG anti N. caninum. A nivel de rebaños, el 73,8% de los analizados tenían 

animales seropositivos. A nivel individual, la seroprevalencia fue de 13,6% para vacas 

y 12,9% para vaquillonas.   

En 2019, se aislaron y tipificaron utilizando microsatélites, cuatro cepas de N. caninum 

(Cabrera et al., 2019). Los resultados obtenidos en este estudio, se explican de manera 

detallada en la sección 1.7 de la presente tesis. 

En el reporte de Macías-Rioseco et al., 2020, de 102 casos de abortos analizados 

provenientes de rodeos lecheros, con muestras de fetos, fetos con placenta y placenta; 

se  encontró que el 29% de los abortos fueron causados por N. caninum. Se realizaron 

examinaciones patológicas microscópicas, test serológicos y microbiológicos para 

varios agentes causantes de aborto. En el caso del diagnóstico de N. caninum se 

realizó por PCR  e inmunohistoquímica para la detección de ADN y antígenos, 

respectivamente, además del examen patológico. 

En otro estudio epidemiológico realizado por Macchi et al., 2020 en rebaños lecheros 

de Uruguay, se analizaron muestras de suero por ELISA indirecto,encontrándose que 

la seroprevalencia de N. caninum fue de 22,3% (CI95%: 18,8 - 25,9%) y 96% (CI95%: 

92,1 - 99,8%) a nivel individual y de rebaño respectivamente. Se concluyó que la 

neosporosis es una enfermedad endémica en el país. Además, se analizaron factores 

de riesgo asociados a la enfermedad, como la presencia de perros en los 

establecimientos, o co-infección con agentes virales. Si bien no se pudo determinar el 

riesgo potencial de la enfermedad debido a la presencia o ausencia de perros, ya que 

en los rebaños analizados todos tenían por lo menos un perro, se reportó que cuanto 

mayor es el número de perros, mayor es el riesgo de tener elevados niveles de 

infección. El riesgo de tener seroprevalencias mayores aumenta 1,43 veces por cada 

perro presente en el establecimiento. Tampoco se encontró asociación con 

co-infecciones con agentes virales como IBR (rinotraqueitis infecciosa bovina) y LBE 

(leucosis bovina enzoótica). 
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1.3 Taxonomía 
N. caninum es un parásito protozoario coccidio, intracelular obligado, del filo 

Apicomplexa. Este filo abarca más de 5000 especies de protozoos parásitos pero solo 

una pequeña fracción de los apicomplexas se conoce como patógenos para humanos 

y ganado. Por ejemplo, Toxoplasma gondii (T. gondii). Todos los apicomplexas 

presentan un complejo apical ubicado en un extremo de su estructura unicelular 

eucariota, un orgánulo evolutivamente único para estas especies, que da nombre al filo 

(Goodswen et al., 2013).  

La clasificación taxonómica de N. caninum se muestra en la figura 2. Una segunda 

especie de Neospora se ha descrito en caballos, asociada a encefalomielitis fetal.  
 

 
Figura 2. Clasificación taxonómica de N. caninum. Tomado de Goodswen et al., 2013. 

1.4 Estadíos en el ciclo biológico 
N. caninum se caracteriza por tres etapas infecciosas: taquizoítos (fig. 3A), 

bradizoítos (fig. 3B) que forman los quistes tisulares (fig. 3C) y esporozoítos (fig. 3E) 

presentes en los ooquistes (fig. 3D). Los taquizoítos y los quistes tisulares son los 

estadíos infectantes que se encuentran en los tejidos del hospedador intermediario, 
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mientras que los ooquistes son eliminados al medio ambiente con las heces del 

hospedador definitivo (Cabrera, A. 2020).  

Los taquizoítos son la forma replicativa del parásito, diseminan la infección 

extracelularmente al desplazarse entre las células del huésped o a través de la sangre; 

y se transmiten transplacentariamente al feto. Son formas invasivas, muy infectivas y 

se caracterizan por su rápida replicación que causan daño tisular (Lindsay & Dubey, 

2020). Tienen forma de semiluna y se alojan dentro de vacuolas parasitóforas (L. M. 

Campero et al., 2023). Este estadío es el causante de la fase aguda de la infección y el 

responsable de la clínica de la enfermedad en el hospedador intermediario (Dubey 

et al., 2002) 

Los bradizoítos son el estadio que genera la infección crónica de la enfermedad 

en el hospedero intermediario. Se caracterizan por su multiplicación lenta, generar los 

quistes tisulares en el hospedero en el tejido del sistema nervioso central y 

principalmente en tejido muscular esquelético (Dubey & Lindsay, 1996b). 

La conversión de la forma de replicación rápida (taquizoíto) a la forma quística 

de crecimiento lento (bradizoíto) es una respuesta del parásito al estrés ambiental. 

Este proceso es clave para la persistencia de la infección crónica en el huésped. El 

proceso implica alteraciones globales en la expresión génica del parásito. El parásito 

debe sentir los cambios en su entorno y responder activando o desactivando genes 

específicos para adaptarse a la nueva etapa de su ciclo de vida. Durante esta 

conversión, las proteínas de superficie del parásito sufren cambios significativos, lo que 

permite diferenciar las dos etapas. Por un lado, las principales proteínas de superficie 

de los taquizoítos, conocidas como NcSAG1 y NcSRS2, son reguladas disminuyendo 

su expresión durante el proceso de conversión a bradizoíto. Estas proteínas son 

inmunodominantes y son los principales objetivos de la respuesta inmune del huésped 

durante la fase aguda de la infección. Paralelamente, se activan y expresan nuevas 

proteínas de superficie que son específicas de los bradizoítos, como NcBAG1 y 

NcSAG4. Estas proteínas son cruciales para la formación de la pared del quiste tisular 

y para la supervivencia del parásito en el estado crónico. Este cambio permite al 

parásito evadir la respuesta inmune del huésped y establecer una infección crónica 

(Vonlaufen et al., 2004).  

Los quistes tisulares son de forma redonda u oval, y contienen hasta 200 

bradizoítos (Dubey, 2003a). La pared del quiste tisular tiene hasta 4 µm de grosor y se 

cree que los bradizoítos producen etapas asexuales y sexuales en los intestinos de los 
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cánidos, lo que resulta en la excreción de ooquistes en sus heces (Peters et al., 2001). 

Los quistes tisulares pueden persistir de por vida en los hospederos intermediarios sin 

causar manifestaciones clínicas significativas. 

Los ooquistes de N. caninum se excretan sin esporular en las heces y la 

esporulación ocurre fuera del hospedador, en condiciones adecuadas de temperatura y 

humedad, a las 24 hs. Contienen dos esporoquistes, cada uno con cuatro 

esporozoítos. Actualmente, se sabe poco sobre la frecuencia de eliminación de 

ooquistes de N. caninum, la supervivencia de los ooquistes en el medio ambiente y 

cuántos cánidos diferentes pueden servir como hospedadores definitivos (Lindsay & 

Dubey, 2020).  

 
Figura 3. Microscopía electrónica que muestra la ultraestructura de: (A) taquizoítos, (B) bradizoítos, (C) 

quiste tisular, (D) ooquiste sin esporular y (E) ooquiste esporulado con esporozoítos. Tomado de 

Goodswen et al., 2013. 

1.5 Ciclo biológico de N. caninum 
Se define como un ciclo biológico heteroxeno facultativo porque tiene dos tipos 

de hospedadores: uno definitivo que son los cánidos y otro intermediario, que son 

herbívoros en su mayoría (McAllister et al., 1998).  

Se han descrito como hospedadores definitivos el perro (Barber & Trees, 1998; 

Dubey, 1999, 2003a; Dubey & Lindsay, 1990b; McAllister et al., 1998; Ruehlmann et al., 

1995), el coyote (Gondim, 2006; Gondim et al., 2004), el dingo (Almería, 2013; King 
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et al., 2010) y el lobo (Dubey et al., 2011, 2014). En América del Sur, el perro 

doméstico se ha descrito como un factor decisivo en el mantenimiento de la 

neosporosis (Dubey & Schares, 2011), juegan un papel fundamental en la 

epidemiología de la neosporosis bovina como los principales diseminadores de la 

enfermedad a través de la transmisión horizontal (Dubey et al., 2007). 

El ganado bovino (Anderson et al., 1991; Thilsted & Dubey, 1989), ovino y 

caprino (Chávez-Velásquez et al., 2004; Dubey, 2003a; Gondim, 2006; Moore, 2005) se 

han descrito como hospedadores intermediarios. También se han reportado infecciones 

por N. caninum en otros animales domésticos y silvestres, como cerdos (Gui et al., 

2020; Helmick et al., 2002; Karamati et al., 2025; Snak et al., 2019), ovejas (Dubey & 

Lindsay, 1990a), ciervos (Woods et al., 1994), caballos (Dubey & Porterfield, 1990; 

Gray et al., 1996; Marsh et al., 1996), roedores (Bentancourt Rossoli et al., 2023; 

Muradian et al., 2012; Nazari et al., 2020), aves (Mineo et al., 2009), entre otros. Se ha 

evidenciado en Argentina, la presencia de anticuerpos anti-N. caninum en zorro 

colorado y zorro gris pampeano, ciervo axis, ciervo colorado, liebre europea, laucha 

doméstica, visón americano (Runco et al., 2024).  

Hay evidencia, aunque poca, de que N. caninum puede infectar al ser humano 

(Duarte et al., 2020; Ibrahim et al., 2009; Oshiro et al., 2015). Si bien no se considera 

una zoonosis, estudios serológicos indican que N. caninum es capaz de infectar 

humanos, particularmente individuos inmunocomprometidos y mujeres embarazadas. 

Las similitudes biológicas entre N. caninum y T. gondii sugieren la posibilidad de 

transmisión de N. caninum a humanos (Rojas-Pirela et al., 2021). 

Una vez que un bovino o canino se infecta, el mismo quedará muy 

probablemente infectado de por vida, sin sufrir sintomatología alguna, pero sí podrá 

transmitir la infección a sus crías.  

Hay dos modos distintos de reproducción del parásito en el ciclo: la 

reproducción sexual, que se da en los cánidos (el hospedador definitivo); y la 

reproducción asexual que ocurre en los hospedadores intermediarios, como el ganado 

bovino (Piaggio,  J., et al, 2007).  

A su vez, hay dos vías de transmisión del parásito: una horizontal, que ocurre 

cuando un animal se infecta ya sea por la ingesta de taquizoítos y/o quistes tisulares o 

bien por consumir agua y/o alimentos contaminados con ooquistes esporulados; y otra 

vertical o transplacentaria. El parásito puede transmitirse transplacentariamente en 

varios hospedadores, y la ruta vertical es el modo principal de su transmisión en el 
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ganado lechero doméstico. No existe transmisión de N. caninum de vaca adulta a vaca 

adulta. Aunque N. caninum se ha encontrado en semen bovino, es poco probable que 

se transmita por semen o por transferencia de embriones de las vacas donantes 

(Lindsay & Dubey, 2020). 

En las diferentes especies, una vez ingresado el agente a un rodeo o a una 

determinada población, la principal vía de propagación y mantenimiento de la infección 

es la transplacentaria.  

 

El ciclo comienza con los ooquistes no esporulados que se excretan en las 

heces de los cánidos infectados. La robusta pared del ooquiste, resistente a la 

congelación y la desecación, permite que los esporozoítos sobrevivan potencialmente 

en un ambiente externo al hospedador durante largos periodos (Alves Neto et al., 

2011). Fuera del hospedador, los ooquistes esporulan conteniendo dos esporoquistes, 

cada uno con cuatro esporozoítos. Animales como el ganado bovino pueden ingerir 

ooquistes esporulados presentes en pastos contaminados con heces o en agua e 

infectarse. Los esporozoítos se liberan de los ooquistes en el intestino del hospedador, 

tras lo cual invaden la pared intestinal y se transforman en taquizoítos. Estos 

taquizoítos, que residen en vacuolas parasitóforas, pueden invadir e infectar diferentes 

tipos de células en el hospedero, como macrófagos, células del sistema nervioso, 

musculares, hepáticas, entre otras. Proliferan hasta que las células del huésped se 

destruyen y entonces nuevamente infectan otras células (Lindsay & Dubey, 2020). 

Posteriormente, alcanzan el torrente circulatorio produciéndose la diseminación 

intraorgánica del parásito. Los taquizoítos pueden invadir una amplia variedad de 

órganos y tejidos, tales como el corazón, pulmón, hígado, músculo esquelético, 

placenta, cerebro o piel (Dubey, 2003b; Dubey & Lindsay, 1996a). A lo largo del tiempo, 

el hospedador desarrolla una respuesta inmune capaz de eliminar a la mayoría de los 

taquizoítos, aunque algunos logran evadirla y se diferencian al estado latente de 

bradizoítos. Iniciando la fase crónica de la infección en tejidos del sistema nervioso 

central y muscular esquelético, formando quistes tisulares latentes de paredes gruesas 

(Lindsay & Dubey, 2020). Los quistes tisulares se han detectado en el sistema nervioso 

central y músculo esquelético (Dubey & Lindsay, 1996b). El ciclo se completa cuando 

los quistes de bradizoítos, por ejemplo en carne contaminada, son ingeridos por 

cánidos. Pueden sobrevivir el pasaje por el estómago pero, liberan bradizoítos que 

infectan las células epiteliales del intestino delgado. Los ooquistes conteniendo 
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esporozoítos se formarán nuevamente y el ciclo se repite, a través de la transmisión 

horizontal (Goodswen et al., 2013).  

En el caso del hospedador intermediario, ocurre transmisión vertical por vía 

transplacentaria, de madre al feto. Es altamente eficiente, hasta 95%, y el principal 

modo de transmisión de N. caninum en el ganado (Dubey et al., 2007). Una alta 

proporción de vacas infectadas transmiten la infección a sus crías, lo que mantiene el 

nivel de infección en el rebaño. Las hembras se mantienen infectadas por el resto de 

su vida, transmitiendo la infección verticalmente a través de las sucesivas 

generaciones. Aunque el mecanismo preciso de transmisión transplacentaria y pérdida 

fetal es poco conocido, se sabe que los taquizoítos se transmiten de una madre 

infectada al feto a través de la placenta y pueden causar una infección fetal que puede 

provocar un aborto (Goodswen et al., 2013). Se sabe que la transmisión 

transplacentaria del parásito se puede dar de dos maneras: por transmisión exógena 

(ocurre en vacas que adquieren la infección por primera vez por el consumo de 

ooquistes esporulados durante la gestación, transmitiendo la infección a su 

descendencia como consecuencia de una infección aguda) o endógena  (ocurre por la 

recrudescencia de una infección crónica durante la gestación) (Dubey et al., 2007). En 

la figura 4 se muestra el ciclo biológico del parásito.  

 
Figura 4. Ciclo de vida de N. caninum. Tomado de Lindsay & Dubey, 2020. 
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Entonces, el ganado puede infectarse con N. caninum de varias maneras, 

incluyendo: (i) ingestión de ooquistes esporulados en el ambiente (transmisión 

horizontal), (ii) ingestión de ooquistes esporulados por hembras preñadas, resultando 

en la transmisión de taquizoítos al feto por vía transplacentaria, (iii) reactivación de 

infección latente en una hembra preñada con proliferación de taquizoítos que cruzan la 

barrera placentaria y son transmitidos al feto (Ribeiro et al., 2019).  

 

Se ha establecido la existencia de un ciclo silvestre además del ciclo doméstico 

descrito anteriormente. El parásito es capaz de circular entre ambos, siendo posible 

entonces, la transmisión del parásito de animales silvestres al perro, y posteriormente 

de éste al ganado bovino, así como del ganado bovino a cánidos silvestres, y de éstos 

a los rumiantes silvestres (Gondim, 2006; Gondim et al., 2004).  

1.6 Signos clínicos y epidemiología 
​ Una vez ingresados al huésped, los taquizoítos de N. caninum producen focos 

de necrosis en diversos tejidos, destruyendo células al multiplicarse activamente en 

neuronas, macrófagos, fibroblastos, endotelios, hepatocitos. Las lesiones 

características son focos de necrosis en diversos órganos como cerebro, médula, 

corazón, músculo esquelético e hígado (Piaggio,  J., et al, 2007).  

N. caninum es responsable de inducir abortos tanto en ganado lechero como en 

ganado de carne. Las vacas de cualquier edad pueden abortar desde los 3 meses de 

gestación hasta casi el término. La mayoría de los abortos inducidos por neosporosis 

ocurren entre los 5 y 6 meses de gestación. Los fetos pueden morir intrauterinamente, 

ser reabsorbidos, momificados, autolizados, nacer muertos, nacer vivos con signos 

clínicos o nacer clínicamente normales pero con infección crónica. Los abortos 

inducidos por neosporosis ocurren durante todo el año. Los terneros infectados con 

N. caninum pueden presentar signos neurológicos, bajo peso, incapacidad para 

levantarse o nacer sin signos clínicos de la enfermedad. Las extremidades traseras, 

delanteras o ambas pueden estar flexionadas o hiperextendidas. Ocasionalmente 

causa defectos congénitos, incluyendo hidrocefalia y estrechamiento de la médula 

espinal (Lindsay & Dubey, 2020). 

Los abortos en un rodeo pueden ocurrir con patrones esporádicos, endémicos o 

epidémicos. Se considera un patrón de abortos endémicos cuando la tasa de abortos 
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es mayor al 5% anual y que persiste por años. Los abortos son considerados 

epidémicos cuando al menos un 10% de las vacas en riesgo aborta dentro de 6 a 8 

semanas. El aborto epidémico o tormenta de abortos, probablemente se origine por 

una fuente de exposición (por transmisión horizontal) a partir de agua o alimentos 

contaminados, mientras que los abortos endémicos o esporádicos persisten en un 

rebaño como el resultado de una propagación vertical (Piaggio,  J., et al, 2007). 

Se han reportado infecciones por N. caninum en la mayor parte del mundo. La 

prevalencia de neosporosis varía considerablemente entre países, dentro de cada país, 

entre regiones y entre ganado de carne y ganado lechero. Las diferencias de 

prevalencia se relacionan predominantemente con los diversos factores de riesgo y de 

protección contra la infección o la enfermedad. Existen factores que afectan el riesgo 

de infección y otros que influyen en el riesgo de aborto. La prevalencia del aborto 

asociado a N. caninum también varía en todo el mundo y puede mostrar un patrón 

esporádico, endémico o epidémico (Piaggio,  J., et al, 2007). En la región, se ha 

reportado neosporosis en Brasil (Gondim et al., 1999), Argentina (C. M. Campero et al., 

1998), Perú (Puray Ch. et al., 2006), Paraguay (Osawa et al., 2002), Chile (Patitucci 

et al., 2000), Venezuela (Lista-Alves et al., 2006) y Uruguay (Cobo et al., 1999). En 

Uruguay la neosporosis es una enfermedad endémica, que se propaga en los rodeos 

de ganado lechero y de carne (Macchi et al., 2020). Estudios seroepidemiológicos 

realizados en Uruguay han reportado prevalencias de infección por N. caninum que 

oscilan entre 86,5% y 96% a nivel de establecimiento en sistemas de producción de 

carne y leche, respectivamente. A nivel individual, las prevalencias fueron de 22,3% en 

ganado lechero y 14,3% en ganado de carne (Da Silva Silveira et al., 2020). Dada la 

alta infección a nivel de rebaño y la similitud con la seroprevalencia reportada en 2003, 

puede considerarse que la vía vertical de infección es de gran importancia; por lo tanto, 

se considera muy eficiente en el ganado, ya que es responsable de perpetuar la 

infección en el rebaño. La infección no podría mantenerse en el rebaño sólo con 

transmisión vertical, ya que su eficiencia no es del 100 %. Por esta razón, la 

transmisión horizontal también juega un papel clave en la persistencia de la 

enfermedad en los rebaños; sin ella, los niveles de infección tenderían a disminuir con 

el tiempo  (Macchi et al., 2020).  

Un meta análisis realizado en 2019 sobre la prevalencia y factores de riesgo 

asociados a la neosporosis bovina (Ribeiro et al., 2019), sostiene que la prevalencia 

agrupada a nivel mundial de N. caninum es de 20 % (CI95%, 18 - 21). En cuanto a 
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subgrupos, la mayor prevalencia se encontró en el continente americano, con 24% 

(CI95%, 19 - 29) para Norte y Centroamérica, y 24% (CI95%, 20 - 28) para América del 

Sur. En Asia, fue de un 18%, 15% en Europa, 13% en África y 8% en Oceanía. Los 

costos por la neosporosis bovina son mayores en las Américas que en otras regiones 

del mundo, causando en América del Sur pérdidas por US $239.7 millones.  

Este meta análisis también indica que las vacas infectadas son 1,6 veces más 

propensas a abortar que las seronegativas; y que la infección por N. caninum es más 

frecuente en el ganado lechero que en ganado de carne. No encontraron una 

asociación significativa entre la prevalencia de N. caninum y la edad del ganado, pero 

en las granjas o establecimientos en donde había perros, el ganado es 1.84 veces más 

susceptible a la infección por N. caninum, en comparación con aquellos 

establecimientos en donde no se reporta la presencia de perros. La presencia de 

perros en las granjas y el tipo de sistema de producción del ganado (si es ganado 

lechero o cárnico) son factores que aumentan el riesgo de infección por N. caninum. 

Estos hallazgos justifican la implementación de estrategias de mitigación para reducir 

la prevalencia de neosporosis bovina y las pérdidas económicas asociadas a la 

enfermedad (Ribeiro et al., 2019).  

1.7 Variabilidad genética y  fenotípica 
​ Estudios previos, mostraron que existe diversidad genética entre los aislados de 

N. caninum de regiones geográficamente adyacentes, incluyendo las presentes en 

Sudamérica. Sin embargo, la diversidad genética de N. caninum en Sudamérica ha 

sido poco estudiada en comparación con la diversidad mundial. Se ha reportado un 

aislamiento autóctono de Argentina y dos nuevos aislamientos brasileños. En Uruguay 

se caracterizaron cuatro cepas de N. caninum, denominadas NcUru1 y NcUru2 

(muestras provenientes de Colonia), NcUru3 (proveniente de Soriano) y NcUru4 (de 

Durazno). La variabilidad fenotípica entre las diferentes cepas está asociada a 

diferencias genéticas identificadas mediante microsatélites y polimorfismos nucleares. 

Los microsatélites son marcadores moleculares altamente variables, que permiten el 

genotipado de individuos dentro de una población y el estudio de las relaciones 

filogenéticas. Se usó una combinación de nueve microsatélites: MS4, MS5, MS6A, 

MS6B, MS7, MS8, MS10, MS12 y MS21. El único alelo de microsatélites compartido 

entre los cuatro aislados fue MS8, compuesto por 13 repeticiones. Este alelo también 
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se encuentra en aislados brasileños y se ha detectado en muestras obtenidas de 

abortos causados por N. caninum en Argentina. NcUru2 solo compartía MS8 con 

NcUru1, NcUru3 y NcUru4, y era distinto de todos los demás microsatélites. Además, 

NcUru2 compartía poca identidad a nivel de microsatélites con aislados previamente 

reportados de la región, mostrando una combinación de MS7 y MS10 que no se había 

descrito previamente en cepas  de  Argentina y Brasil. La combinación individual de 

microsatélites era única y no se había reportado previamente. Estas cuatro cepas 

representan tres linajes genéticos distintos según la tipificación de microsatélites, lo 

que difiere significativamente de otros aislados ampliamente caracterizados, como la 

cepa de referencia N. caninum Liverpool (NcLiv). El estudio de la secuencia genómica 

de las cepas uruguayas, mostró que NcUru1, NcUru3 y NcUru4 están genéticamente 

agrupadas, mientras que NcUru2 se agrupa de manera más distante, sugiriendo que 

es la cepa más diferenciada genéticamente (fig. 5). Al sumar las cepas regionales y 

mundiales, las diferentes cepas de N. caninum se pueden agrupar en seis grandes 

grupos (Cabrera et al., 2019).  

 
Figura 5. Árbol filogenético creado utilizando el método de unión de vecinos o neighbor-joining. Tomado 

de Cabrera et al., 2019. 

 
En experimentos con ratones infectados con parásitos purificados de estas 

cepas, se observó que no mostraban signos clínicos de infección y tenían la misma 

tasa de supervivencia que los ratones del control negativo. Al analizar la capacidad de 

persistencia crónica en el hospedador, se observó que varía significativamente con 

respecto a NcLiv y entre las cepas uruguayas, que mostraron una habilidad 
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significativamente menor para persistir de forma crónica en comparación con la cepa 

de referencia (fig. 6A) Tampoco se observaron diferencias significativas en las tasas de 

preñez entre las cepas uruguayas y NcLiv; pero la tasa de transmisión vertical fue 

considerablemente menor en las cepas NcUru1-4 vs NcLiv (fig. 6B) (Cabrera et al., 

2023). 

 
Figura 6. A) Porcentaje de ratones infectados crónicamente con la cepa de referencia y las cuatro cepas 

uruguayas. B) Tasa de transmisión vertical, expresada como porcentaje de progenie infectada 

determinado por detección por PCR de ADN del parásito en cerebros de fetos viables. Tomado de 

(Cabrera et al., 2023). 

 

  Las cepas uruguayas fueron menos invasivas, NcUru1 es la mitad de invasivo 

que NcLiv, mientras que NcUru2 invade aproximadamente un 25% menos de células 

que NcLiv en el mismo periodo. NcUru3 invade las células huésped con una eficiencia 

similar a la de referencia. Cabe destacar que NcUru4 presenta una tasa de invasión 

significativamente reducida (18%) (fig. 7A). Al evaluar el crecimiento intracelular 

relativo de cada cepa, se observó que NcUru4 exhibe una tasa de crecimiento similar a 

la de NcLiv, lo que sugiere que los parásitos que logran invadir tienen la misma 

capacidad de crecer intracelularmente. NcUru1 (72%), NcUru2 (53%) y NcUru3 (38 %) 

presentaron un crecimiento comparativamente más lento que NcLiv (fig. 7B). La menor 

eficiencia de NcUru1 en la invasión y el crecimiento intracelular concuerda con su 

menor eficiencia para generar infección crónica y menores tasas de transmisión vertical  

(Cabrera et al., 2023).  
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Figura 7. A) Tasa de invasión relativa de cada cepa uruguaya con respecto a NcLiv. B) Crecimiento 

intracelular de las cepas NcUru1-4 con respecto a NcLiv.  Tomado de Cabrera et al, 2023.  

 

1.8 Inmunidad y antígenos 
N. caninum es un protozoo de vida intracelular. Por eso, la respuesta inmune 

celular es la que está relacionada con la protección de la enfermedad, si bien cuando el 

hospedador se infecta produce también anticuerpos específicos. Las células 

dendríticas y macrófagos representan la primera línea de defensa que permite al 

hospedador activar mecanismos para contener la infección mientras la inmunidad 

adaptativa comienza a activarse. Las citoquinas resultantes de la activación de la 

respuesta innata orientan y modulan la respuesta adaptativa, que será responsable de 

contener la infección. En este sentido, la inmunidad protectora frente a la infección por 

N. caninum es iniciada por el eje interleuquina (IL)12 /interferón γ (IFNγ). Cuando los 

macrófagos y células dendríticas contactan con el patógeno, producen IL 12, la cual 

polariza la diferenciación de los linfocitos TCD4 a un perfil Th1, productor de IFNγ. Esta 

citoquina es fundamental en la protección, particularmente en la etapa aguda de la 

infección por N. caninum, limitando la proliferación parasitaria en distintos tejidos y 

células (Innes et al., 1995). Adicionalmente, las células NK y linfocitos TCD8 juegan un 

rol clave en el control, ya que, además de ser potentes productoras de IFNγ, eliminan 

células infectadas causando su muerte por apoptosis (Boysen et al., 2006).  

Tanto una primoinfección como una reactivación de una infección crónica por 

N. caninum en el momento de la preñez, constituyen una situación compleja a nivel 

inmunológico, ya que la hembra preñada debe, por un lado, intentar contener la 

infección a través de las citoquinas y mecanismos mencionados anteriormente, y, por 

otro lado, garantizar el buen término de la gestación. Por un lado, es necesaria una 

respuesta Th1 dominante para combatir la infección, resultando en la producción de 

citoquinas inflamatorias y perjudiciales para el feto. Por otra parte, la progesterona y 
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otros mecanismos inmunomoduladores, inducen la producción de citoquinas de la 

respuesta Th2 que no se relacionan directamente con la protección, pero sí lo hacen 

con la posibilidad de continuar la preñez. A su vez, el momento de la gestación en que 

el parásito se encuentre activo, determinará, especialmente en los bovinos, la 

manifestación clínica de la enfermedad (L. M. Campero et al., 2023). 

La capacidad del feto de desarrollar una respuesta inmune aumenta a medida 

que progresa la gestación. En bovinos, a partir del segundo tercio de la preñez, el feto 

es capaz de desarrollar tanto una respuesta inmune celular como humoral (mediada 

por anticuerpos). Por lo tanto, la inmunocompetencia del feto al momento de la 

infección por N. caninum determinará la severidad de la enfermedad y la carga 

parasitaria en los tejidos fetales, siendo ambas progresivamente menores a medida 

que la infección ocurre más tardíamente en la gestación. En bovinos, cuando la 

infección ocurre en el primer o segundo tercio de la preñez, se detecta N. caninum en 

varios tejidos fetales (cerebro, corazón, riñón y pulmón), mientras que sólo se detectan 

parásitos en el cerebro cuando la infección ocurre en el tercer trimestre de preñez, 

evidenciando la importancia de la edad fetal en la severidad de la enfermedad. Por lo 

tanto, una infección fetal hacia el final de la preñez, probablemente resulte en el 

nacimiento de terneros sanos, pero congénitamente infectados, que, de ser 

conservados para reposición en el rodeo, pueden mantener la infección de forma 

endémica (L. M. Campero et al., 2023). 

Altos niveles de anticuerpos son detectables en los animales luego de la 

infección, los cuales perduran durante meses; sin embargo, su rol en la protección de 

la infección por N. caninum no es claro. Es posible que los anticuerpos actúen 

inhibiendo la invasión de las células blanco, en los momentos de la infección donde los 

taquizoítos se encuentran extracelularmente (Innes et al., 2002), opsonizando al 

parásito para que macrófagos lo fagociten. Sin embargo, los anticuerpos producidos 

contra el parásito son una buena herramienta para el diagnóstico de la enfermedad 

(McAllister, 2016a). 

Si bien los mecanismos producidos por el parásito para causar la muerte fetal no 

están del todo claros, podría deberse a la invasión y multiplicación de N. caninum en 

los tejidos placentarios y fetales, provocando graves lesiones y afectando la 

supervivencia fetal. El otro mecanismo asociado al aborto pueden ser las lesiones en la 

placenta que podrían provocar un intercambio gaseoso y de nutrientes insuficiente 

(Dubey et al., 2006). 
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En N. caninum se han descrito y caracterizado dos antígenos 

inmunodominantes en los taquizoítos, denominados NcSAG1 (llamada anteriormente 

Ncp36 en Hemphill, Fuchs, et al., 1997; Howe et al., 1998; Sonda et al., 1998) y 

NcSRS2 (llamada previamente Ncp35 o Ncp43 en Hemphill, Felleisen, et al., 1997; 

Howe et al., 1998). Ambas proteínas de superficie son importantes antígenos 

inmunodominantes que juegan un rol en el reconocimiento de la célula hospedera, 

adhesión e invasión. NcSRS2 se expresa en taquizoítos y en bradizoítos, y tiene un 

44 % de homología con TgSRS2 de T. gondii, mientras que NcSAG1 es uno de los 

mayores antígenos de superficie de los taquizoítos, con un 53 % de homología con 

TgSAG1 de T. gondii (Alves Sinnott et al., 2020a).  

Debido a su fuerte reactividad inmunológica, estas proteínas se han utilizado 

extensamente como antígenos candidatos para el desarrollo de ensayos de 

inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA) (Alves Sinnott et al., 2020b; Wilkowsky 

et al., 2011). En el Laboratorio Interacciones Patógeno Hospedero del Institut Pasteur 

de Montevideo, donde se realizó el presente trabajo, se produjeron, purificaron y 

caracterizaron ambas proteínas recombinantes (rNcSAG1 y rNcSRS2) en un sistema 

de expresión S2 de Drosophila melanogaster (Echeverría et al., 2025). 

1.9 Diagnóstico 
Existen varias técnicas de diagnóstico para detectar la infección por 

N. caninum. Los métodos directos utilizados son: la histopatología e 

inmunohistoquímica, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la observación de 

formas infectivas y el aislamiento. Los métodos indirectos se fundamentan en la 

detección de anticuerpos específicos frente a N. caninum presentes principalmente en 

suero, pero también podrían buscarse en líquido amniótico, leche, entre otros. Las 

técnicas más utilizadas son la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), 

enzimoinmunoensayos (ELISAs) indirectos y aglutinación, utilizando en algunos casos 

el immunoblot como prueba confirmatoria. Es importante considerar que al adquirir kits 

comerciales o en el diseño de ELISAs de desarrollo propio, se deben estandarizar los 

títulos de corte según la zona geográfica donde serán utilizados (OIE, 2019). Así se 

refleja en los hallazgos de L. M. Campero et al., 2018 que detectaron una gran 

variación entre pruebas diagnósticas utilizadas de rutina para neosporosis bovina en 
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Iberoamérica (IFI, ELISA comercial y ELISA in house). El immunoblot es una prueba 

serológica que evalúa la inmunorreacción entre un antígeno separado según su peso 

relativo en una electroforesis (SDS-PAGE) e inmunotransferido a una membrana de 

nitrocelulosa y el suero problema. La lectura de resultados implica la detección visual 

de inmunorreacciones hacia los siguientes antígenos inmunodominantes en 

condiciones no reducidas: 19, 29, 30, 33 y 37 kDa. Se considera que una muestra es 

positiva cuando se registra reacción hacia ≥ 2 antígenos inmunodominantes (L. M. 

Campero et al., 2015; Schares et al., 1999). 

El diagnóstico etiológico del aborto bovino es complejo y requiere del examen de 

laboratorio de fetos y placentas de vacas/vaquillonas abortadas, incluyendo el examen 

patológico macroscópico e histológico y una amplia variedad de pruebas 

microbiológicas para la detección de los agentes infecciosos abortígenos (Da Silva 

Silveira et al., 2020). En el DILAVE, el diagnóstico de rutina de N. caninum se realiza 

fundamentalmente por estudios histopatológicos de los fetos abortados, 

complementando esta información con resultados de serología y/o 

inmunohistoquímica. Primero se realiza la necropsia y la histopatología de los fetos, 

incluyendo el análisis histológico exhaustivo del sistema nervioso central con la 

coloración de hematoxilina-eosina. De encontrarse la lesión histológica característica, 

se realiza la identificación de las formas parasitarias por inmunohistoquímica y/o 

serología positiva de la madre y/o feto. Esta combinación seriada de técnicas 

diagnósticas, en la que sí y solo sí, se realiza el diagnóstico final si todas las pruebas 

son positivas, asegura una muy alta especificidad diagnóstica y se considera como la 

prueba de referencia para el diagnóstico de la enfermedad en fetos (Briano et al., 

2021). En los laboratorios de diagnóstico veterinario en América del Sur, la posibilidad 

de realizar alguna de estas pruebas es limitada.  

A pesar de su importancia, el diagnóstico etiológico de aborto en bovinos 

representa un desafío técnico, en parte debido a la dificultad de recuperar los fetos 

abortados en condiciones extensivas de campo, como las producciones ganaderas en 

la mayoría de los países sudamericanos, y además de la recuperación de los fetos y 

placentas antes de que sean depredados o descompuestos.  Estas dificultades limitan 

la posibilidad de detectar tempranamente los vientres abortados y de efectuar la 

investigacion patológica y microbiológica de los abortos.  Sin embargo, la identificación 

de animales que perdieron la gestación suele ser simple a través de exámenes visual 

y/o clínico de campo realizado por veterinarios o productores agropecuarios. Esto 
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permite la obtención de muestras de sangre o leche de estos animales para el análisis 

de laboratorio. Por tal motivo, para el diagnóstico indirecto de infección por 

N. caninum, un enfoque serológico poblacional basado en la detección de anticuerpos 

en el suero, plasma o leche de vacas/vaquillonas abortadas vs no abortadas usando 

ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA), puede ser de utilidad para la 

aproximación diagnóstica de los abortos causados por este agente.  

 

Las pruebas de ELISA demuestran un alto rendimiento en términos de 

sensibilidad y especificidad, y se encuentran disponibles comercialmente a través de 

una variedad de proveedores que importan kits producidos principalmente en Europa y 

Estados Unidos. Sin embargo, estas pruebas no siempre han sido adecuadamente 

validadas en nuestra región, además de tener un costo considerable (Da Silva Silveira 

et al., 2020).  

Estudios previos en el laboratorio donde se desarrolló esta tesis, permitieron la 

creación de un test ELISA in house, para el diagnóstico serológico de la neosporosis 

bovina, buscando disminuir costos. Se trata de un ELISA indirecto cuantitativo, para la 

detección de anticuerpos IgG contra N. caninum en muestras de sueros bovinos. El 

ensayo se basa en la unión de los anticuerpos al antígeno del parásito adsorbido en el 

pocillo de la placa. La reacción se revela con un anticuerpo secundario conjugado a la 

enzima peroxidasa que cataliza la formación del complejo coloreado. La intensidad del 

color producido es proporcional a la cantidad de anticuerpos específicos presentes en 

el suero. 

Luego del escalado y producción del aislado NcUru1, se optimizó un protocolo para la 

obtención de proteínas totales a partir de taquizoítos del parásito. Se sensibilizaron 

placas con los antígenos generados, se analizaron sueros provenientes de tambos con 

historia reciente de abortos que previamente habían sido caracterizados por medio de 

tres kits diagnóstico comerciales. Estos kits, que detectan anticuerpos isotipo IgG 

específicos contra N. caninum, fueron los utilizados: 1) LSIVet, Bovine Neosporosis 

Advanced Serum ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, Lelystad, Países Bajos; 2) Hipra, 

CIVTEST® BOVIS NEOSPORA, Girona, España, y 3) Bio-X Diagnostics, NEOSPORA 

CANINUM ELISA KIT, Rochefort, Bélgica. Para la elaboración de los kits 1 y 2 se 

utilizan lisados de taquizoítos de N. caninum como antígeno, mientras que para el kit 3 

se utiliza una proteína recombinante de N. caninum (NcSRS2) (Da Silva Silveira et al., 

2020). Cabe destacar que los kits son de procedencia europea, realizados con cepas 
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que circulan en dicho continente, por lo que no son la mejor herramienta de diagnóstico 

para nuestro país y/o región. Es necesario considerar también factores como el tiempo 

y costos de importación, además del propio costo del kit, que suelen ser elevados. 

Se determinó el punto de corte o cut-off para el ELISA in house desarrollado y se 

analizaron muestras mediante western blot para validar el ELISA desarrollado. 

Posteriormente, se logró expresar proteínas recombinantes (rNcSAG1 y rNcSRS) que 

se utilizan como antígenos para el ELISA in house, mejorando la reproducibilidad y 

robustez del ensayo. Sinnot y colaboradores, (Alves Sinnott et al., 2020a), reportaron 

que la sensibilidad y especificidad de un test ELISA utilizando ambas proteínas fue de 

98,1% y 99,1%, respectivamente, para muestras de ganado bovino.  

Una alternativa a los ensayos de inmunohistoquímica es la incorporación de 

técnicas moleculares, como PCR, la cual es altamente específica, sensible y rápida. 

Puede ser aplicada a una amplia variedad de muestras, como ser tejidos de fetos 

infectados, líquido amniótico, líquido cefalorraquídeo, heces, sangre, leche y semen 

(Briano et al., 2021).  

1.10 Control y prevención  
​ No existen vacunas efectivas para prevenir el aborto en el ganado. La única 

vacuna comercial (Neo Guard) para N. caninum ha sido removida del mercado debido 

a la falta de datos convincentes sobre su eficacia para prevenir abortos asociados a 

N. caninum en el ganado (Lindsay & Dubey, 2020).   

Con respecto a los fármacos, no existen compuestos efectivos y seguros 

disponibles en el mercado. Por lo cual, la única manera de control hasta el presente es 

en base al manejo y a las medidas que serán definidas según el estudio del caso. Las 

estrategias de control y prevención se han focalizado en programas para reducir el 

número de animales congénitamente infectados en el rodeo y minimizar la oportunidad 

de transmisión postnatal desde el medio ambiente. Hay factores a tener en cuenta para 

la prevención de la neosporosis. Varios trabajos marcan una asociación directa entre 

presencia de perros en un establecimiento con alta prevalencia de neosporosis u 

ocurrencia de aborto en el establecimiento. El perro es el huésped definitivo, muy 

posiblemente el zorro también. El perro se contamina al ingerir animales infectados, ya 

sea roedores, fetos abortados, etc. Los bovinos y demás huéspedes intermediarios se 

infectan al ingerir pasturas, agua u otros alimentos contaminados con heces de perros 
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infectados. Una vez infectado el huésped intermediario, generalmente llevará la 

infección de por vida (Piaggio,  J., et al, 2007). Teniendo en cuenta estos factores, las 

pautas de prevención de la transmisión vertical de la infección deben enfocarse en 

realizar el reemplazo con hembras serológicamente negativas de manera de impedir el 

nacimiento de terneros congénitamente infectados, cortando así la principal vía de 

difusión y permanencia de la enfermedad dentro del rodeo como es la vía 

transplacentaria. Para prevenir la transmisión horizontal de perros a bovinos, se 

recomienda la eliminación de tejidos potencialmente infectados, como fetos abortados, 

placentas o terneros muertos, de manera de impedir que los perros u otros cánidos las 

ingieran. También se recomienda impedir que los perros contaminen pasturas, raciones 

o aguadas con sus heces. Eliminar los perros del establecimiento puede disminuir el 

riesgo pero no es una solución definitiva al problema. Y aunque el establecimiento no 

tenga perros, hay que tener en cuenta la presencia de perros vagabundos y otros 

cánidos como fuente de contaminación del ambiente con ooquistes de N. caninum 

(Piaggio,  J., et al, 2007). 

Entonces, como medidas de bioseguridad que se deben realizar para reducir el 

nivel de contaminación ambiental con ooquistes de N. caninum son: limitar el acceso 

de perros a áreas donde se encuentran los rumiantes y áreas de almacenamiento de 

alimentos y agua; quitar rápidamente placentas o restos fetales en el caso de aborto; 

desechar correctamente el ganado muerto; establecer control de roedores 

(Sánchez-Sánchez et al., 2018). Además se recomienda el diagnóstico serológico de 

las madres para establecer la presencia de una infección por N. caninum (Reichel 

et al., 2014). A pesar del correcto diseño y la práctica meticulosa de estas medidas de 

control, no son rentables ni completamente efectivas para eliminar la neosporosis de 

un rodeo, y es necesario complementarlas con un enfoque terapéutico (McAllister, 

2016b).   
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2. Objetivos 
​ A partir del aislamiento de cepas circulantes de N. caninum en Uruguay y del 

estudio de su variabilidad con respecto a la cepa de referencia, se ha impulsado el 

desarrollo de métodos diagnósticos más accesibles. Con el objetivo de reducir costos, 

de incluir las cepas circulantes de nuestro país y la región para mejorar la sensibilidad 

y especificidad de la técnica, y hacer el diagnóstico practicable en todo el país, se 

produjo un kit ELISA in house y se optimizó un protocolo de PCR. En este contexto, la 

validación de estos métodos serológicos y moleculares se vuelve crucial. Dicha 

validación es un paso indispensable para consolidar una estrategia diagnóstica a nivel 

nacional, lo que permitiría la aplicación de medidas de prevención para controlar la 

enfermedad, un buen manejo y control del rodeo para disminuir o eliminar el patógeno, 

logrando así disminuir significativamente las pérdidas económicas asociadas. 

2.1 Objetivo general 
Evaluar métodos serológicos y moleculares para el diagnóstico de 

N. caninum en muestras de suero y citobrush de ganado bovino de carne. 
 

2.2 Objetivos específicos 

​ 2.2.1 Objetivo específico 1  
Analizar sueros de bovinos de carne que presentan una clínica con la 

enfermedad (aborto) mediante un ELISA in house. 

​ 2.2.2 Objetivo específico 2 
Caracterizar y confirmar por Western blot los sueros positivos a la prueba de 

ELISA desarrollada en el laboratorio. 

​ 2.2.3 Objetivo específico 3 
Detectar por PCR la presencia de material genético de N. caninum en muestras 

de citobrush de bovinos de carne, que previamente tuvieron problemas en la gestación 

(aborto). 
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​ 2.2.4 Objetivo específico 4 
Evaluar y comparar las técnicas diagnósticas PCR y ELISA in house entre sí. 
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3. Materiales y métodos 
El presente trabajo se realizó en el Laboratorio Interacciones 

Hospedero-Patógeno, de la Unidad de Biología Molecular del Institut Pasteur de 

Montevideo (IPM). En colaboración con el Instituto de Investigaciones Agropecuarias 

(INIA) La Estanzuela, ubicado en Colonia, Uruguay; y la Unidad Mixta Pasteur+INIA 

(UMPI) del IPM, en el marco del proyecto FPTA 396, “Estudio de causas infecciosas y 

factores genéticos asociados a pérdidas de gestación en ganado de carne de 

Uruguay”.  

3.1 Muestras 

Se trabajó con un banco de 153 muestras de suero bovino almacenadas a -20°C 

en UMPI del IPM, provenientes de establecimientos de distintas zonas del país (fig. 8), 

a partir de muestras de sangre extraídas por personal capacitado. Se cuenta con 

sueros de vacas/vaquillonas abortadas y sueros de vacas/vaquillonas no abortadas 

como controles, obtenidas en el mismo predio, en una relación 1:3. Se utilizaron 

muestras del año 2024 y 2025. Del total de 153 muestras de suero, 50 provienen de 

vacas/vaquillonas de rodeos lecheros, y 83 de bovinos de rodeos cárnicos, 

provenientes de  diferentes departamentos del país (fig. 8). 

 

Además, se utilizó un banco de ADN obtenido por UMPI, a partir de muestras de 

citobrush de bovinos que presentaron problemas en la gestación. Se utilizaron 153 

muestras obtenidas entre Enero y Abril del 2025. 
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Figura 8. Mapa de Uruguay donde se muestra la localización de los diferentes predios de donde 

provienen las muestras analizadas por PCR (predios número 15 al 23) y ELISA (predios número 7, 9 y 

14). Así como también los predios de donde provienen las muestras analizadas por PCR en el año 2024 

(predios número 7 al 15). 
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3.2 Diagnóstico molecular 

3.2.1 PCR a tiempo final 
Para el abordaje de la detección molecular del parásito, se utilizó un protocolo 

de PCR a tiempo final que se utilizaba previamente en el laboratorio.  

Los cebadores utilizados fueron descritos previamente (Yamage et al., 1996). El 

cebador forward, llamado Np21, cuya secuencia es 5´-GTGCGTCCAATCCTGTAAC-3´, 

tiene una temperatura de annealing de 58°C y 52,6% GC. El cebador reverse o 

antisentido, llamado Np6, cuya secuencia es 5´-CAGTCAACCTACGTCTTCT-3´, tiene 

una temperatura de annealing de 56°C y 47,4% GC. Se obtiene así un amplicón de un 

tamaño esperado de 328 pb, del gen Nc5 del genoma de N. caninum.  

La reacción de amplificación de ADN fue optimizada para un volumen final de 

10 µL, que contiene: 5,0 µL de Mango mix (Bioline) 2X; 1,6 µL de cebadores 10 µM; 

1,0 µL de ADN genómico y 2,4 µL de agua pura.  

Como control negativo se utilizó agua pura en lugar de ADN genómico y como control 

positivo ADN genómico extraído de aislados de N. caninum de la cepa NcUru1. 

El protocolo térmico estandarizado fue el siguiente: desnaturalización a 94°C durante 5 

minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C durante 30 segundos y 72°C 

por 1 minuto, terminando con una extensión a 72°C durante 5 minutos. Se utilizó el 

termociclador DLAB TC1000-G. 

Se utilizó ADN de N. caninum de cultivo de la cepa NcUru1 para determinar la 

sensibilidad del método a partir de un gradiente de concentración de ADN, de 10 ng/µL 

a 1,0 pg/µL. 

El marcador de peso molecular utilizado fue Thermo Scientific Generuler 1 kb 

Plus DNA (SM 1331), cuya escala se muestra en la figura 9. 
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Figura 9. Escalera de ADN de 1 kb GeneRuler Plus (de 75 a 20.000 bp), marcador de peso molecular 

utilizado en los geles de agarosa donde se visualizaron los productos de PCR. Tomado de 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM1331. 

3.2.2 Electroforesis en gel de agarosa 1% 
Un volumen de 9 µL del producto de PCR  se corrió en una electroforesis en gel 

de agarosa 1%, en buffer TAE (Tris- Acetato- EDTA) 1 X, con 4 µL de reactivo 

Goodview; a 100 volts durante 15 minutos. Se visualizó con luz ultravioleta en 

transiluminador (Carestream Gel Logic 112 Imaging System) y se tomaron fotografías 

utilizando el software del equipo. 

3.2.3 Microsatélites 
 El análisis de microsatélites se realizó con 10 muestras cuyo resultado fue 

positivo para la PCR realizada y 22 muestras del año 2024 analizadas previamente en 

el laboratorio, también positivas para PCR. Se utilizaron los marcadores genéticos 

MS6A, MS6B, MS7, MS8 y MS10. Las secuencias de los cebadores utilizados se 

muestran en Tabla 1. Se optimizó la reacción de amplificación de ADN para un 

volumen final de 20 µL, que contiene: 10,6 µL de Mango mix (Bioline) 2X; 3,4 µL de 

cebadores 10 µM; 1,0 µL de ADN genómico y 5,0 µL de agua pura. Para las 

reacciones de PCR de los marcadores MS7, MS8 y MS10 se utilizó, en lugar de Mango 

mix, Dream Taq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) en el mismo volumen. 

Las condiciones de ciclado térmico  son las mismas y los productos obtenidos se 

visualizaron y fotografiaron de la misma manera, exceptuando que se cargaron en los 
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geles 8 µL de producto de PCR. Se espera un amplicón de 300 pb. Para algunas 

muestras fue necesario repetir la PCR para el marcador MS10, modificando el volumen 

de muestra a 3,0 µL. 
 

Tabla 1. Secuencia y características de los cebadores seleccionados para los ensayos de PCR de 

tiempo final para microsatélites. Tm: temperatura de melting. 

Cebador Secuencia (5´-3´)  Tm (°C) 

MS6A F TCCGCGTGTGGTTTATCT 53,9 

MS6A R TGCGCATGCACGAATAATAG 53,6 

MS6B F GCACTCATGGGATTTTGTAGG 53,7 

MS6B R AAAAATCAATGCACCTGATCG 51,8 

MS7 F GATCCAACTCGGCGAGATAC 55,0 

MS7 R CGTTCCCTTCCCAAATCTTC 53,5 

MS8 F ACACTCGCCTTTCCTTTGTG 55,7 

MS8 R CACACAGGCCAGTTGAAA 54,5 

MS10 F CTATCACAGCCGTGAGTGTTG 55,7 

MS10 R CGCGCTATCCTTTATTCT 49,3 

 
Las muestras elegidas según los resultados de PCR obtenidos del análisis de 

microsatélites, se enviaron a secuenciar por el método de Sanger a Macrogen, Corea. 

3.2.4 Análisis de secuencias de microsatélites 
​ Se contaron las repeticiones de cada marcador de microsatélite. Para MS6A, 

(TA)n, para MS6B (AT)n, para MS7 (TA)n, para MS8 (AT)n y para MS10 

(ACT)x-(AGA)y-(TGA)z (Pedraza-Díaz et al., 2009; Regidor-Cerrillo et al., 2013). 
 

3.3 Diagnóstico serológico 
El diagnóstico serológico se realizó utilizando un test de ELISA in house 

indirecto que detecta anticuerpos isotipo IgG específicos contra N. caninum, 

desarrollado previamente en el laboratorio.  
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3.3.1 ELISA in house indirecto 
​ Se modificó el protocolo para realizar el ensayo de ELISA in house, donde lo 

que se cambió fue la composición del buffer de revelado.  

Todas las muestras de suero se descongelaron a temperatura ambiente. Se 

sensibilizó la placa de ELISA de 96 pocillos con una solución que contiene 100 ng de 

proteínas de superficie del parásito, 50 ng de rNcSAG1 (0,411 mg/mL) y rNcSRS2 

(0,538 mg/mL). Se incubó a 4°C toda la noche. Se escurrió el contenido y se incubó la 

placa por 2 horas a temperatura ambiente con 200 µL de solución bloqueante, 

seroalbúmina bovina al 5% en PBS 1X. Se lavó 3 veces con solución de lavado, Tween 

20 al 0,005% en PBS 1X. Se agregaron 100 µL de la muestra de suero diluída 1/100 

en la solución bloqueante. Las muestras se analizaron por duplicado. Se incubó por 1 

hora a 37°C y se lavó la placa 5 veces con la solución de lavado. Se agregó el segundo 

anticuerpo, proteína G-HRP, 100 µL por pocillo, en una dilución 1/10.000 en la solución 

bloqueante. Se incubó 1 hora a 37°C en oscuridad, recubriendo la placa con papel 

aluminio. Se lavó 7 veces con la solución de lavado y se agregó el buffer de revelado. 

Este buffer se preparó de la siguiente manera: 12 mL buffer citrato fosfato a pH= 5 

(para ello se mezcla 12,85 mL de Na2HPO4 0,2 M con 12,15 mL de ácido cítrico 

0,1 M y se agrega agua hasta completar 50 mL), 240 µL de 

3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina o TMB 6 mg/mL en DMSO y 96 µL de peróxido de urea 

50 mg/µL. Se dejó incubar la placa 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y 

se detuvo la reacción con 50 µL de HCl 3M. Se leyó la absorbancia o densidad óptica 

de cada pocillo de la placa en espectrofotómetro (BioTek Epoch 2 SN 236729), con 

filtro de 450 nm.  

3.3.2 Análisis estadístico 
Gracias a estudios previos que se realizaron en el Laboratorio, se cuentan con 

sueros analizados en diferentes kits ELISA comerciales y por Western Blot, que se 

clasificaron como: sueros positivos (n= 19), sueros borderline (n= 21) y sueros 

negativos (n= 35) (Da Silva Silveira et al., 2020). Estas muestras se utilizaron para 

determinar el nuevo cut off del ELISA in house luego de las modificaciones realizadas 

al protocolo. Los valores de sensibilidad y especificidad dependen del punto de corte o 

cut off. Uno de los parámetros que se utiliza para seleccionar el punto de corte es el 

Índice de Youden (J), que determina el valor donde especificidad y sensibilidad tienen 

su valor máximo (Fardy, 2009; Yin et al., 2016). Este índice se define como 
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. Junto con el valor de J obtenido y la 𝐽 =  𝑚𝑎𝑥
 
{𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 +  𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 −  1}

curva ROC realizada, se determinó el valor de cut-off o punto de corte. Para la 

construcción de la curva y el tratamiento de datos, se utilizó el programa GraphPad 

Prism4. 

3.3.3 Western Blot 
Las muestras positivas para el test de ELISA se confirmaron mediante la técnica 

de Western Blot. Primero, se corrió 20 µL de extracto de NcUru1 en electroforesis en 

gel de poliacrilamida 12% desnaturalizante en buffer de corrida (Tris-Glicina-SDS 10%) 

durante 1 hora a 200 V y amperaje constante; y 3 µL de marcador de peso molecular 

de proteínas preteñido PageRuler Plus (Thermo Scientific, Cat. #26619). Se 

electrotransfirió el gel a una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora, a voltaje 

constante y 300 mA con buffer de transferencia (agua purificada, 20% etanol y buffer 

de transferencia 10X). Una vez finalizada la transferencia, se recortó la membrana 

donde está el gel y se cubrió con Ponceau en un recipiente. Se destiñó la membrana 

con lavados con agua pura y bloqueó con PBS 1X 5% leche en polvo, overnight a 4°C. 

Se descartó la leche y se colocó la membrana sobre un vidrio y parafilm para poder 

recortarla. Se cortaron tiras longitudinales correspondientes a cada carril de cada 

pocillo del gel, exceptuando el marcador de peso molecular, que se cortó junto con otro 

carril; y se rotularon. Cada tira se incubó con diluciones de sueros (1:100) en solución 

de lavado (PBS 1X 0,1% Tween 20 y 0,1% BSA), durante 1 hora, en agitación. Se 

lavaron las tiras con solución de lavado, 10 minutos con agitación, se repitió el proceso 

3 veces. Se colocaron las tiras sobre vidrio y parafilm, se agregó la solución de 

conjugado (proteína G 1:10.000 en solución de lavado) y se incubó 1 hora. Se lavaron 

nuevamente las tiras repitiendo el proceso descrito anteriormente. Se colocaron 

nuevamente las tiras sobre vidrio y parafilm, se agregaron 200 µL de la solución de 

revelado (SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Ref. 34580, 

Thermo Scientific) sobre cada tira y se incubó en oscuridad por 5 minutos, a 

temperatura ambiente. Se colocaron las tiras en orden dentro de una bolsa de nylon y 

se llevaron al fotodocumentador (Amersham ImageQuant 800).  
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4. Resultados  

4.1 Resultados de los análisis moleculares 

4.1.1 PCR a tiempo final  
La sensibilidad del ensayo de PCR fue de 1,0 pg/µL de ADN genómico de 

N. caninum de la cepa NcUru1 (fig. 10). 

 
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer TAE 1X, de los productos obtenidos por PCR 

de diluciones seriadas de ADN genómico de NcURU1,  desde 10 ng/µL hasta 0,001 ng/µL.  A la 

izquierda, se observa la escala del marcador de peso molecular utilizado, que fue Thermo Scientific 

Generuler 1 Kb Plus DNA (SM 1331). 

 
Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en geles de agarosa 1% en 

buffer TAE 1X, y los resultados se muestran en la figura 11. 
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer TAE 1X de productos de PCR obtenidos a 

partir de muestras de citobrush de ganado bovino de diferentes predios, donde A) predio 17. B) predio 

19 y 21 procedentes del departamento de Cerro Largo. C) predios 16, 18, 19 y 20. D) predios 19, 21 y 

16. Se marcaron con una estrella de color morado las muestras positivas. MPM ​ corresponde al 

marcador de peso molecular utilizado, que fue Thermo Scientific Generuler 1 kb Plus DNA (SM 1331). 

C+ corresponde al control positivo de la reacción de PCR, en que se utilizó como molde ADN genómico 

de NcURU1. 

 
ADN de N. caninum se detectó en un 15 % (23 de 153 muestras, IC95% 10,2 % 

- 21,5 %) (fig. 12). 

 

 
Figura 12. Resultados obtenidos del análisis por PCR de 153 muestras de  citobrush de bovinos de 

carne. 
​  

Las muestras analizadas provienen de diferentes predios, numerados del 15 al 

23, localizados en diferentes regiones del país (fig. 8), para los cuales se muestran los 

resultados obtenidos en la Tabla 2 y figura 13. Sólo en dos predios, el  15 y el 18, todas 
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las muestras analizadas resultaron negativas, por lo que en un 77,8% de los predios 

donde se obtuvieron muestras, se pudo detectar la presencia del parásito. 
 
Tabla 2. Resultados obtenidos de PCR de muestras de citobrush de bovinos de carne, clasificadas por 

predio, y la prevalencia calculada para cada uno de los predios. 

Predio​ Muestras 
analizadas 

Muestras 
positivas 

Prevalencia 

15​  5 0 0 % 

16​  26 3 11,5 % 

17​  18 1 5,5 % 

18​  9 0 0 % 

19​  43 10 23,2 % 

20​  15 2 13,3 % 

21​  25 5 20 % 

22​  7 1 14,2 % 

23​  2 1 50 % 

21 o 20 3 0 0 % 

Total 153 23 15 % 

 
 

 
Figura 13. Resultados de análisis por PCR de ADN extraído de muestras de citobrush de ganado bovino 

cárnico, en función de los predios de donde provienen las muestras.  
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Luego de obtener algunos resultados de amplificaciones inespecíficas y múltiple 

bandeo, se comenzó a cuantificar el ADN en las muestras, utilizando Nanodrop, y 

cuyos valores obtenidos se muestran en la Tabla 6 del Anexo 1. 

4.1.2 Microsatélites 
Los productos de PCR que se obtuvieron utilizando cebadores específicos para 

amplificar cada marcador de microsatélite se corrieron en geles de agarosa 1% en 

buffer TAE 1X (fig. 14). Los datos de las muestras seleccionadas para dichas rondas de 

amplificación, como número de identificación del bovino, predio y departamento, se 

muestran en Tabla 9 en el Anexo 4. 
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos de amplificaciones de 

marcadores moleculares de microsatélites, a partir de muestras de ganado bovino de carne positivas 

para PCR de N. caninum con cebadores Np6 y Np21. A) MS6A; B) MS6B; C) MS7; D) MS8. MPM 

corresponde al marcador de peso molecular utilizado, que fue Thermo Scientific Generuler 1 kb Plus 

DNA (SM 1331). C+ corresponde al control positivo de la reacción de PCR, en que se utilizó como molde 

ADN genómico de NcURU1. La estrella de color rosa indica resultado positivo de la PCR. 

 

Si bien se observó múltiple bandeo en la mayoría de las muestras amplificadas, se 

consideraron muestras positivas cuando se encontrara la banda de tamaño esperado 

(300 pb) y el control positivo de la reacción de PCR estuviera amplificado. Para el 

microsatélite MS8, no se logró amplificar el control, aunque la banda de 300 pb se 
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observó en la mayoría de las muestras corridas en el gel y en la Tabla 9 se marcó 

como un resultado positivo. Estas muestras no se enviaron a secuenciar.  

En el caso del marcador molecular número 10, fue necesario repetir la PCR para 

algunas muestras, con 3 µL de muestra en la mezcla de reacción, que resultaron 

dudosas y en la repetición se obtuvieron resultados positivos (fig. 15).  
 

 
Figura 15.  Electroforesis en gel de agarosa 1 % de productos de PCR obtenidos de amplificaciones del 

marcador molecular número 10, a partir de muestras de ganado bovino de carne positivas para PCR de 

N. caninum con cebadores Np6 y Np21. A) MS10; B) repetición de algunas muestras dudosas de 

MS10. MPM corresponde al marcador de peso molecular utilizado, que fue Thermo Scientific Generuler 

1 kb Plus DNA (SM 1331). C+ corresponde al control positivo de la reacción de PCR, en que se utilizó 

como molde ADN genómico de NcURU1. La estrella de color rosa indica resultado positivo de la PCR. 

 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron para enviar a secuenciar, 33 

muestras del marcador molecular 6A, 13 muestras del 6B, 8 muestras de MS7 y 6 

muestras de MS10. Una vez obtenidas las secuencias por el método de Sanger, se 

contaron los repetidos para cada marcador (Tabla 3). 
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Tabla 3. Número de repeticiones de cada marcador molecular del análisis de secuencias de 

microsatélites de N. caninum.  
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A pesar de los esfuerzos realizados y las repeticiones en las reacciones de 

PCR, no fue posible obtener para todas las muestras, productos de PCR que se 

pudieran enviar a secuenciar de los 5 marcadores moleculares.  

Muchas de las secuencias obtenidas, mostraron múltiples señales en el cromatograma 

para una misma muestra, sin poder diferenciarlas ni analizarlas para su conteo. En la 

Tabla 3 dichas secuencias se marcaron como N/A (no analizables).  

En cuanto al marcador molecular MS6A, se puede observar que circulan 

múltiples variantes dentro de los predios analizados, como en el predio 21 en Cerro 

Largo, que circulan 3 variantes para este marcador, con 10, 11 y 12 repeticiones de la 

secuencia “TA”. En Soriano, también se observa la co-circulación de variantes 

genéticas de N. caninum dentro de los predios analizados, con cantidad de 

repeticiones similares a las cepas ya reportadas de Uruguay y de Argentina (Cabrera 

et al., 2019). 

En el caso de MS6B, de la mayoría de las muestras que se enviaron a 

secuenciar, se obtuvieron secuencias con superposición de señales en el 

cromatograma, sin poder analizarlas. 

Para MS7, se encontraron 9 repeticiones de la secuencia “TA” y una inversión 

en la misma a “AT”, en los tres departamentos en los que se pudo analizar. Estos 

departamentos, linderos, se ubican en la región noreste del país, compartiendo frontera 

con Brasil, y esta variante ha sido reportada en el vecino país también. 

Al analizar el marcador molecular MS10, los repetidos con el patrón 6.15.9 que 

se encontraron, coinciden con variantes de cepas uruguayas como NcUru1, NcUru3 y 

NcUru4 ya reportadas (Cabrera et al., 2019) y de Argentina.  

 

​ De las secuencias que se pudieron analizar, se puede concluir que, en ganado 

bovino de carne de nuestro país, circulan las mismas variantes genéticas que en 

ganado bovino lechero, como se reportó en Cabrera et al., 2019, y de la región.  
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4.2 Resultado de los análisis serológicos 

4.2.1 Determinación de valor de cut-off 
​ El punto de corte o cut-off del ELISA in house calculado fue de 1,289, con 

especificidad de 93,33% (CI95%; 78,68% - 98,82%) y sensibilidad de 93,33% (CI95%; 

82,14% - 97,71%). Siendo Sensibilidad la probabilidad de que la prueba detecte a los 

verdaderos positivos y Especificidad la probabilidad de que la prueba detecte a los 

verdaderos negativos de un test diagnóstico. Dado que el índice de Youden calculado 

fue  J= 0,9032, correspondiente a una densidad óptica (DO) DO= 1,414, con 

especificidad de 93,33% y sensibilidad de 100%; y considerándose que este valor es 

muy estricto, el valor de cut off para el test ELISA in house luego de las 

modificaciones en el protocolo se estableció como DO= 1,289. 

Este punto de corte coincide con el punto de corte entre los gráficos de sensibilidad y 

especificidad en función de la densidad óptica (fig. 16). 

 
Figura 16. Curvas de Sensibilidad y Especificidad según la Densidad Óptica. La línea roja punteada 

indica el punto de corte (cut-off) en una densidad óptica de 1,289, donde se intersectan los valores de 

sensibilidad y especificidad. 

 
Se realizó la curva ROC (fig. 17) para evaluar el rendimiento del test, donde se 

representa la sensibilidad (eje Y) frente a la especificidad (eje X, expresada como 

100 - % de especificidad). El AUC (Área bajo la curva) de 0,9674 indica un excelente 

rendimiento del test, ya que un valor cercano a 1,0 sugiere una alta capacidad para 

distinguir entre los verdaderos positivos y los verdaderos negativos. La línea de puntos 
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verde representa un rendimiento aleatorio del 50%, mientras que la línea punteada roja 

indica el punto de corte óptimo para el test. 

 
Figura 17. Curva ROC. Se representa la relación entre la sensibilidad (eje Y) y la especificidad (eje X, 

calculada como 100 - % especificidad). El AUC (Área bajo la curva) es de 0,9674, con un intervalo de 

confianza (CI95%) del 92,2% al 100%. 

4.2.2 Análisis de sueros 
De las 50 muestras analizadas provenientes de bovinos de tambo, 14 de ellas 

resultaron positivas para el test ELISA realizado (fig. 18). La prevalencia fue de 28% 

(IC95% 17,5% - 41,7%).  

 
Figura 18. Resultados obtenidos del test ELISA de 50 muestras de  suero de bovinos provenientes de 

tambo. 
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Se muestra la dispersión de los valores obtenidos de absorbancia medidos a 450 nm 

como resultado de la lectura de placas de ELISA, realizados con muestras de suero de 

bovinos de tambo (fig. 19). El valor de cut-off establecido, permite diferenciar 

claramente las muestras positivas y negativas. 
 

 
Figura 19. Distribución de las lecturas de absorbancia a 450 nm obtenidas de la lectura de placas de 

ELISA realizadas con muestras de suero de bovinos de tambo. El gráfico de puntos muestra la 

dispersión de los valores para las muestras clasificadas como positivas (en rosa) y negativas (en negro). 

La línea de puntos roja indica el punto de corte (cut-off) en 1,289. 

 

​ El análisis de las muestras de suero provenientes de ganado bovino de carne 

dio como resultado 9 muestras positivas y 74 negativas (fig. 20). Por lo tanto, la 

seroprevalencia fue de 12,2% (IC95% 5,8% - 19,3%). 

 
Figura 20. Gráfica de los resultados obtenidos de los sueros analizados, provenientes de bovinos de 

rodeos cárnicos, con el test ELISA in house.  
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Analizando la dispersión de los valores de DO obtenidos al leer las placas de ELISA 

(fig. 21), se puede observar que el valor de cut-off calculado, separa las muestras 

positivas y negativas de manera clara, sin superposición de valores.  

 
Figura 21. Gráfica de puntos donde se muestra la dispersión de los valores de DO para las muestras de 

suero de bovinos de carne, clasificadas como muestras positivas (en rosa) y negativas (en negro). La 

línea de puntos roja indica el punto de corte (cut-off) en 1,289. 

 

Estas muestras analizadas provienen de vacas que sufrieron abortos y vacas control, 

es decir, vacas que no sufrieron aborto. De los 9 resultados positivos, 8 eran muestras 

de vacas abortadas. En cuanto a las muestras control, 61 de ellas dieron negativo y 1 

positiva para el test ELISA (fig. 22).  

 
Figura 22. Comparación del número de muestras de suero de bovinos de carne con un resultado 

positivo o negativo para el test ELISA in house. Las barras muestran los resultados para dos grupos: 

vacas que sufrieron abortos (Abortadas) y vacas que no tuvieron abortos (Control).  
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Estas muestras de suero de bovinos de carne que se analizaron, provienen de 3 

predios diferentes, predios 7, 9 y 14; ubicados en los departamentos de Soriano y 

Durazno (fig. 8).  

En cuanto al predio 7, de un total de 24 muestras analizadas, 6 muestras resultaron 

positivas para el test ELISA detectando anticuerpos contra N. caninum (fig. 23). 

 

 
Figura 23. Gráfica de puntos donde se muestra la dispersión de los valores de DO para las muestras de 

suero de bovinos de carne tomadas en el predio 7, clasificadas como muestras positivas (en rosa) y 

negativas (en negro). La línea de puntos roja indica el punto de corte (cut-off) en 1,289. 

 
Entre las muestras positivas, 5 corresponden a muestras provenientes de 

vacas/vaquillonas que sufrieron abortos mientras que del grupo control se obtuvo 1 

sola muestra positiva. 

 

En el predio 9, las 3 muestras que dieron resultados positivos provienen de 

vacas abortadas (fig. 24).  
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Figura 24.Gráfica de puntos donde se muestra la dispersión de los valores de DO para las muestras de 

suero de bovinos de carne tomadas en el predio 9, clasificadas como muestras positivas (en rosa) y 

negativas (en negro). La línea de puntos roja indica el punto de corte (cut-off) en 1,289. 

 
En el predio 14 no se obtuvieron resultados positivos en el test ELISA realizado (fig. 

25). 

 
Figura 25. Gráfica de puntos donde se muestra la dispersión de los valores de DO para las muestras de 

suero de bovinos de carne tomadas en el predio 14, clasificadas como muestras positivas (en rosa) y 

negativas (en negro). La línea de puntos roja indica el punto de corte (cut-off) en 1,289. 

 
 
En la tabla 4 y fig. 26 se resumen los resultados obtenidos del análisis de 83 muestras 

de suero provenientes de bovinos de carne de tres predios diferentes.  
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Tabla 4. Resultados obtenidos del análisis a través de test ELISA, de muestras provenientes de sueros 

de bovinos de carne del predio 7, 9 y 14. 

 
 

 
Figura 26. Representación gráfica de los resultados obtenidos del análisis con test ELISA de muestras 

de suero de bovinos de carne, provenientes de los predios 7, 9 y 14.  

 
De los 3 predios analizados en este estudio, se obtuvieron resultados positivos en dos 

de ellos, siendo la seroprevalencia del rebaño en los rodeos cárnicos uruguayos de 

66,67 %. 

En cuanto a la seroprevalencia individual de los predios, se obtuvo que para el predio 7 

fue  de 25,00 %, para el predio 9 fue de 5,88 %. 

 

Las muestras analizadas que resultaron positivas para el test ELISA in house, 

se confirmaron por Western Blot (fig. 27). Todas las muestras analizadas resultaron 

positivas, verificando los resultados positivos obtenidos en los enzimoinmunoensayos 

realizados. La muestra negativa para el test ELISA in house, carril numerado como 6 
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en la fig. 27, utilizado como control negativo en el Western Blot, mostró un patrón 

diferente de bandeo con respecto al resto de las muestras positivas. En la imagen se 

puede observar un patrón más intenso en las bandas superiores, de mayor peso 

molecular con respecto al patrón de las bandas esperadas, correspondientes a 

rNCSRS2 y rNCSAG1.  
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Figura 27. Resultados de Western Blot de muestras que resultaron positivas para el test 

ELISA in house, de suero de bovinos de carne y de tambo (marcadas con un *). Cada carril numerado 

corresponde a una muestra individual, mientras que Pool 1 y Pool 2 representan mezclas de muestras. 

El Pool 1 contiene las muestras 1, 11, 13, 35 y 37. El Pool 2 contiene las muestras 38, 39, 48 y 50. Las 

referencias de las muestras se encuentran en Anexo 2 y 3. El carril "C+" es un control positivo (se utilizó 

un suero positivo de los utilizados para calcular el cut-off del test, rotulado como 6A), y "MPM (kDa)" se 

refiere al marcador de peso molecular de proteínas preteñido (en kilodaltons) utilizado, PageRuler Plus 

(Thermo Scientific, Cat. #26619). La muestra 6 corresponde a una muestra con resultado negativo para 

el test ELISA in house. Las bandas oscuras indican la presencia de anticuerpos anti-N. caninum 

presentes en el suero  que reaccionan contra las proteínas presentes en el extracto de NcUru1.
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5. Discusión 
 

Neospora caninum es el agente causal de la neosporosis bovina, enfermedad 

que provoca pérdidas millonarias a nivel regional y mundial debido a los patrones de 

abortos en rodeos como consecuencia de la misma. No hay una vacuna para su cura 

ni fármacos efectivos y seguros disponibles en el mercado para el tratamiento de la 

misma. El diagnóstico etiológico es complejo por diversos factores explicados 

anteriormente, por lo que los métodos de diagnósticos serológicos y moleculares son 

indispensables para la detección de este parásito.  

El primer reporte de N. caninum en nuestro país fue en 1997, en perros (Barber 

et al., 1997b). En bovinos, se reportó la presencia del parásito en fetos abortados 

(Bañales et al., 1998), posteriormente múltiples estudios reportaron seroprevalencias 

elevadas y se encontró correlación positiva entre la seropositividad y el aborto bovino. 

Desde hace mucho tiempo la neosporosis afecta la producción agropecuaria y por 

ende la economía del país. Actualmente, con mayor información disponible y con 

métodos de diagnóstico disponibles que no se realizan con cepas de la región, es 

imperioso el desarrollo de test de diagnóstico, como ELISA o puesta a punto de PCR, 

que incluyan las cepas regionales, mejorando sensibilidad y especificidad de los 

mismos.  

 

Sobre los resultados obtenidos de análisis moleculares, se logró reportar por 

primera vez, la presencia de ADN de N. caninum a partir de una muestra de citobrush 

del tracto reproductor bovino.  En cuanto a los valores de prevalencia de la enfermedad 

obtenidos, nuestros resultados están en línea con los datos reportados anteriormente 

en nuestro país. A nivel individual, la prevalencia obtenida fue de 15% (IC95% 10,2% - 

21,5%). A nivel de rebaño en los rodeos de bovinos cárnicos fue de 77,8%. La 

neosporosis continúa siendo una enfermedad endémica en el país. Se logró 

caracterizar parcialmente, a nivel genético, las variantes circulantes de N. caninum 

detectadas por PCR, utilizando microsatélites. Con los cuatro marcadores moleculares 

que logramos obtener PCR positivas y viables para secuenciar, se obtuvieron 

secuencias analizables y otras no analizables, por la multiplicidad de señales en el 

cromatograma de una misma muestra. Esto lleva a considerar que no es viable enviar 

el producto de PCR a secuenciar, ya que el múltiple bandeo que observamos en los 
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geles de agarosa también se reflejó en las múltiples señales en el cromatograma de 

una misma muestra. Es necesario mejorar la calidad de ADN antes de enviar a 

secuenciar, por ejemplo, recortando la banda del gel de agarosa deseada, purificando 

el ADN con algún kit comercial y ese ADN obtenido enviarlo a secuenciación.  

De las secuencias que se pudieron analizar y contar los repetidos característicos de 

cada marcador molecular, se puede concluir que las cepas circulantes de N. caninum 

son similares en ganado bovino de carne y de leche, como se ha reportado 

anteriormente (Cabrera et al., 2019).  ​  

Dada la variabilidad genética de N. caninum, descrita anteriormente, y por lo 

tanto la variabilidad antigénica, el desarrollo de un test ELISA realizado con antígenos 

de superficie de NcURU1, como en el caso de las proteínas recombinantes rNcSRS2 y 

rNcSAG1 utilizadas en el test ELISA in house que se quiere validar en la presente 

tesis, modifica positivamente la sensibilidad y especificidad del método de diagnóstico. 

Las proteínas de superficie de parásitos intracelulares obligados desempeñan un rol 

crítico en la infección, ya que reconocen receptores en la superficie de la célula 

hospedadora y representan el punto inicial de contacto con los componentes del 

sistema inmune del hospedador (Hemphill et al., 1999). El test ELISA in house utiliza 

la combinación de dos proteínas de superficie del parásito, siendo que NcSRS2 está 

presente tanto en taquizoítos como bradizoítos, mientras que NcSAG1 solo en 

taquizoítos. Si bien no es posible diferenciar entre una infección aguda o crónica a 

través de este método de diagnóstico, permite obtener información sobre si el bovino 

analizado está infectado o no con N. caninum. 

Los kits comerciales disponibles son realizados mayoritariamente con cepas europeas, 

y ha sido demostrado que disminuye los resultados seropositivos de las muestras 

analizadas procedentes de nuestro país o región. Además, los tiempos de importación 

y costos de los kits, son factores que afectan la disponibilidad de los mismos. Por estos 

motivos, existe la necesidad de contar con kits de diagnósticos locales o regionales, 

que además de mejorar la sensibilidad y especificidad de la técnica, llevaría a reducir 

costos. Basados en los resultados obtenidos en el presente trabajo, sería aplicable el 

uso de la prueba ELISA in house para relevamientos epidemiológicos en escala y 

determinar la presencia de la enfermedad en rodeos del Uruguay. Fomentar la 

producción de pruebas diagnósticas elaboradas y evaluadas localmente, resulta una 

alternativa práctica en términos económicos y diagnósticos, siendo aplicable su uso a 

campañas de control y prevención de la neosporosis a nivel nacional. Así como 
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también es necesario una mayor difusión de información, enseñar tanto a dueños de 

establecimientos como personal que trabaja en los mismos, sobre neosporosis y las 

medidas de bioseguridad que pueden aplicarse. Entre ellas, medidas para disminuir la 

transmisión horizontal por la ingesta de ooquistes, a través de agua o alimento 

contaminado; el efecto de los perros y la fauna silvestre que también son parte del ciclo 

del parásito; cómo evitar la transferencia horizontal al no reproducir vacas/vaquillonas 

infectadas o la inserción en rodeos de bovinos que sean seronegativos. El 

conocimiento sobre la enfermedad y su prevención es fundamental para evitar la 

propagación de la misma. Estas medidas de bioseguridad o difusión de información, no 

implican altos costos ni para productores ni para organismos del Estado que se 

encarguen de ello, y aplicadas  correctamente, disminuirían las altas pérdidas 

económicas que la neosporosis causa en Uruguay.  

De esta manera, se mejoraría la detección del parásito, permitiendo universalizar el 

acceso al diagnóstico y gestión adecuada de la enfermedad en los rodeos de ganado, 

tanto lecheros como cárnicos. 

Se han propuesto diferentes estrategias de control basadas en la relación 

costo/beneficio a nivel de rodeo. Si la prevalencia en un rodeo fuera baja, podría ser 

más caro tratar de eliminar la enfermedad que convivir con ella. No obstante, para 

rodeos con prevalencias mayores a 21%, se considera tomar medidas. Como no se 

cuenta con vacunas ni tratamientos con medicamentos efectivos para el control de la 

neosporosis bovina, las medidas de control se basan exclusivamente en medidas de 

manejo, como evitar la transmisión horizontal, la eliminación de los fetos abortados y 

placentas para evitar la ingestión de tejidos infectados con N. caninum por parte de 

hospederos definitivos y evitar la propagación del ciclo entre animales silvestres. En 

cuanto a la transmisión vertical, se recomienda la no reproducción de animales 

seropositivos, la reposición de animales seronegativos y la eliminación de animales 

seropositivos, sólo si la prevalencia es baja (Campero, C.M., 2014). Se debe 

considerar que dentro de las pérdidas económicas, además de las relativas al aborto, 

hay gastos de diagnóstico y honorarios prfesionales, el costo de la eliminación de la 

vaca/vaquillona abortada, la disminución en la producción láctea, el aumento del 

intervalo entre partos, la compra de nuevos bovinos para reposición y la lista continúa. 

Para un rodeo pequeño, con baja prevalencia, seguramente sea menos perjudicial, en 

términos económicos, convivir con la neosporosis. En aquellos rodeos donde la 

infección es endémica y la seroprevalencia es elevada, la cría de los propios terneros 
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de reemplazo es un riesgo potencial. Así como también la introducción de nuevas 

vacas/vaquillonas al rodeo para aumentar su número sin ser testeadas y sin saber si 

son seronegativas. También cabe recordar que las vacas/vaquillonas seropositivas 

tienen mayor riesgo de aborto, se ha reportado una asociación positiva entre 

positividad de anticuerpos para N. caninum en vacas y abortos (Kashiwazaki et al., 

2004). 

 

Si se comparan los valores obtenidos de sensibilidad y especificidad del 

ELISA in house con los valores de los kits comerciales, se puede observar que son 

similares (Tabla 5).  Estos resultados aumentan la robustez del test, brindando 

confianza a los resultados obtenidos con el mismo, validando el uso del test 

desarrollado in house como herramienta de diagnóstico para la neosporosis bovina.  

 
Tabla 5. Datos de especificidad y sensibilidad de los diferentes test ELISA utilizados previamente para 

analizar los sueros de bovinos de rodeos lecheros y del test ELISA in house.  

Test ELISA Especificidad, 95% (CI) Sensibilidad, 95% (CI) 

ELISA in house 93,3 (78,7-98,8) 93,3 (82,1-97,7) 

HIPRA-CIVTEST 96,1 (93,9-98,4) 100 (100-100) 

LSI Bov  99,3 (98,2-100) 94,1 (90,7-97,5) 

LSI Rum 99,6 (99,0-100) 93,0 (89,3-96,7) 

BIO-X 98,9 (97,6-100) 94,9 (91,7-98,2) 
 

Además, el análisis ROC determinó que la prueba de ELISA in house fue altamente 

precisa (AUC= 0,9674) (Swets, 1988).  

Como se explica en Wei et al., 2022; la prueba ELISA ofrece varias ventajas, como su 

facilidad de uso, su rentabilidad y la capacidad de analizar rápidamente un gran 

número de muestras. Además, las pruebas serológicas pueden detectar anticuerpos, 

incluso en las primeras etapas de la infección, lo que proporciona información valiosa 

para gestionar y controlar la propagación de N. caninum en los rebaños. Esto es 

especialmente importante en regiones con altas tasas de prevalencia, donde la 

detección e intervención tempranas pueden mitigar las pérdidas económicas asociadas 

con el aborto bovino, junto con las medidas de bioseguridad recomendadas.  
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Se determinó un nuevo punto de corte para el ELISA in house luego de modificar el 

método de revelado del test, cut off= 1,289, con valores de sensibilidad y especificidad 

de 93,3%. Como se pudo observar en la figura 17, el valor de cut-off determinado 

permite una clara separación entre las muestras positivas y negativas, diferenciando 

claramente ambos grupos.  

Al analizar las muestras seropositivas con Western Blot, se detectó que las reacciones 

hacia los antígenos ocurrieron en el 100% de los sueros positivos, destacando la 

importancia de ambos antígenos en las infecciones de N. caninum y en el diagnóstico 

de la enfermedad en bovinos. Es recomendable utilizar la técnica de Western Blot 

como prueba confirmatoria para muestras con resultados dudosos para ELISA, ya que 

los resultados de Western Blot son considerados inequívocos. La prueba de 

ELISA in house ha demostrado un buen desempeño y una adecuada performance 

para el diagnóstico de la neosporosis bovina en Uruguay. Pero es necesario continuar 

con el análisis de muestras de suero para obtener un valor de seroprevalencia más 

ajustado a la realidad del país. Restan departamentos donde no se han analizado 

muestras, y en el banco de sueros de UMPI aún quedan muestras para seguir 

analizando. Cuanto mayor sea el número de sueros analizados con el test, más certera 

será la información que se obtenga sobre la circulación del parásito en el país. De 

todos los predios analizados, tanto por PCR como con el test ELISA in house, 9 de 12 

resultaron con animales positivos para N. caninum. El parásito está ampliamente 

distribuido en el sur del país, de donde provienen la mayoría de las muestras 

analizadas en este trabajo.  

 

Los valores de seroprevalencias obtenidos con el ELISA in house, a nivel 

predial, fue de 66,67% para bovinos de carne. Si bien el número de predios analizados 

(n= 3) es pequeño y no permite mayores análisis estadísticos, el valor de prevalencia 

obtenido es menor al reportado por (Da Silva Silveira et al., 2020), factor que podría 

estar afectado por el pequeño número de predios analizados.  Es necesario continuar 

analizando más muestras de suero, de diferentes predios, para poder tener un número 

que sea estadísticamente suficiente para otros tipos de análisis y así mejorar los 

resultados. Como ya ha sido reportado en estudios seroepidemiológicos previamente 

en nuestro país, la prevalencia de anticuerpos anti N. caninum varía entre 86,5% y 

96% en establecimientos de ganado de carne y leche, respectivamente, con 

prevalencias individuales de 22,3% en ganado lechero y 14,3% en ganado de carne.  
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Si se compara la seroprevalencia en animales de rodeos lecheros con los animales de 

rodeos cárnicos, la misma es mayor en tambos que en rodeos de carne. Un factor que 

influye en la mayor prevalencia de la enfermedad en los tambos, es el menor recambio 

de animales que ocurre en los mismos. Las vacas/vaquillonas de tambo, están años en 

el predio, y su descendencia pasa a formar parte del mismo rebaño. Si a esto se 

agrega la efectividad de la transmisión vertical y que hay terneros que nacen ya 

infectados crónicamente, aunque no muestren signos de la enfermedad, todos estos 

factores colaboran con el hecho de que la prevalencia en tambos es mayor que en 

rodeos cárnicos. En cambio, en los rodeos donde los bovinos que se crían están 

destinados a engorde y venta para la producción de carne, el recambio es muy 

frecuente. El bovino está en el predio el tiempo mínimo necesario para engordar hasta 

llegar a los kilos deseados para su venta. 

 

El objetivo específico número cuatro, no pudo cumplirse, ya que las muestras utilizadas 

para PCR y ELISA no son de la misma procedencia, por lo que no es posible comparar 

resultados. N. caninum no se encuentra en sangre, por lo que no es posible hacer PCR 

a partir de las muestras de suero bovino. Y a partir de muestras de citobrush no es 

posible realizar enzimoinmunoensayos.  Ambas técnicas utilizadas son útiles para la 

detección de N. caninum, la PCR detecta de manera directa ADN del parásito mientras 

que el test ELISA lo hace de manera indirecta, detectando anticuerpos anti N. caninum. 

La utilización de alguna de las técnicas dependerá de la procedencia de la muestra a 

analizar y del equipamiento disponible para realizar las pruebas.  

6. Conclusiones 

Se reportó por primera vez la detección de ADN a través de PCR, de 

N. caninum a partir de muestras de citobrush del tracto reproductor de bovinos.  

ADN de N. caninum se detectó en  23  de las 153 muestras analizadas de citobrush de 

ganado bovino de carne. La prevalencia a nivel individual fue de 15% 

(IC95%: 10,2-21,5%). 
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Se caracterizó genéticamente,  aunque de manera parcial, algunas de las cepas 

que circulan en los predios analizados a través del análisis de microsatélites. 

Concluyendo que la circulación de cepas de N. caninum en rodeos lecheros y cárnicos 

es similar. 

Se optimizó el test ELISA in house desarrollado previamente en el Laboratorio 

Interacciones Hospedero Patógeno del IPM, modificando el método de revelado. Se 

estimó el punto de corte para dicho ELISA, desarrollado con proteínas recombinantes 

rNcSRS2 y rNcSAG1, producidas, purificadas y caracterizadas en el propio laboratorio, 

siendo el valor de cut off, una DO = 1,289. 

La seroprevalencia del rebaño en rodeos cárnicos uruguayos fue de 77,8%. A 

nivel individual, fue de 28% (IC95%: 17,5-41,7%) para tambos y 12,2% 

(IC95%: 5,8-19,3%) para rodeos de bovinos cárnicos.   

7. Perspectivas 

El desarrollo de test diagnóstico de neosporosis tiene consecuencias directas y 

favorables en la producción agrícola del país, evitando pérdidas económicas asociadas 

al parásito, que aún no se han medido concretamente, sino estimado. 

El diagnóstico de la enfermedad permite la puesta en marcha de medidas de manejo 

de los rodeos, controlando la diseminación de la misma. Ya sea por eliminación de 

ganado bovino seropositivo dentro del rodeo, evitar que las crías de vacas/vaquillonas 

seropositivas sean reemplazo dentro del mismo rodeo, control de perros en los rodeos 

y su  acceso a la alimentación y fuentes de agua del ganado para evitar su 

contaminación con ooquistes presentes en las heces de los perros; correcta 

eliminación de fetos abortados, placentas y demás tejidos que puedan estar infectados 

para cortar el ciclo de multiplicación del parásito. Esto implica un elevado costo 

económico para el establecimiento y la disminución/eliminación del parásito llevaría 

mucho tiempo.  

Por ello, es necesario continuar estudiando sobre N. caninum y su transmisión, 

colaborando en aportar información necesaria para el desarrollo de una vacuna. Se 

aspira a continuar con la maestría en un proyecto enfocado en el estudio del pasaje de 

taquizoíto a bradizoíto de N. caninum, buscando conocer las proteínas claves para el 
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proceso, que pueden ayudar en el desarrollo de test diagnósticos, de una vacuna y de 

control de la enfermedad.  
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ANEXOS 

ANEXO 1 

Tabla 6. Muestras de ADN analizadas por PCR, de citobrush de aparato reproductor de 

bovinos de carne. 
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ANEXO 2  

Tabla 7. Muestras de suero de bovinos lecheros utilizados para la realización de 

ELISA in house.  
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ANEXO 3  

Tabla 8. Detalle de las muestras analizadas mediante ELISA in house, de sueros 

provenientes de bovinos de carne. (A) corresponde a muestras de vacas/vaquillonas 

que sufrieron aborto, (C) corresponde a muestras de vacas/vaquillonas control.  
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ANEXO 4 

Tabla 9. Muestras con resultado positivo de PCR para N. caninum utilizadas para el 

análisis de microsatélites.  
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