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Resumen

La neosporosis causada por el parásito Neospora 
caninum (phylum Apicomplexa) es una de las principa-
les causales de aborto en el ganado y, por lo tanto, un 
importante problema de salud veterinaria de gran rele-
vancia económica. La vacunación se ha considerado una 
estrategia viable para prevenir la neosporosis bovina, sin 
embargo, no existen actualmente vacunas contra esta 
enfermedad en el mercado. El sistema inmune controla al 
parásito principalmente a través de la activación tempra-
na de linfocitos T-CD4+ y la secreción de interferón gam-
ma (IFN-γ). Este trabajo describe el desarrollo de una va-

cuna a subunidades que reduce la transmisión congénita 

de N. caninum y que resulta segura cuando es aplicada 

durante la preñez. Establecimos además condiciones 

para determinar de manera indirecta parámetros de pro-

tección frente a la transmisión congénita del parásito en 

bovinos y de efi cacia vacunal en ratones. Hemos demos-

trado también que la adición de agonistas de receptores 

de señales de daño presentes en las células dendríticas 

constituyen herramientas sumamente útiles a la hora de 

modular el perfi l de la respuesta inmune inducida por una 

vacuna contra N. caninum basada en proteínas. Este di-

seño es extrapolable a otras enfermedades causadas por 

protozoos de relevancia para la salud animal y humana.

Palabras clave: Neospora canimun, vacuna, modelos 

animales, bienestar animal.

Summary

Neosporosis caused by the parasite Neospora ca-

ninum (phylum Apicomplexa) is one of the main causes of 

abortion in cattle and, therefore, an important veterinary 

health problem of great economic relevance. Vaccination 

has been considered a viable strategy to prevent bovine 

neosporosis, however, there are currently no vaccines 

against this disease in the market. The immune system 

controls the parasite mainly through the early activation 

of CD4+ T-lymphocytes and the secretion of interferon 

gamma (IFN-γ). This work describes the development of 

a subunit vaccine that reduces the congenital transmis-

sion of N. caninum and that is safe even when applied 

during pregnancy. We also established conditions to indi-

rectly determine protection parameters against congenital 

transmission of the parasite in cattle and vaccine effi cacy 

in mice. We have also shown that the addition of dama-

ge signal receptor agonists constitutes a successful  tool 

for modulating the profi le of the immune response indu-

ced by a protein-based vaccine against N. caninum. This 

design can be extrapolated to other diseases caused by 

protozoa of relevance to animal and human health.

Keywords: Neospora canimun, vaccine, animal mo-

dels, animal welfare.

Introducción

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria 

que afecta a los bovinos, causada por el parásito Neospo-
ra caninum (Dubey 1996; Innes et al. 2002), considerada 

una de las principales causas de aborto a nivel mundial. 

Provoca además importantes pérdidas económicas, prin-

cipalmente por bajas en la producción de carne y leche, 

aumento en la tasa de reposición, reducción de la tasa 

de crecimiento y aumento del intervalo parto-concepción 

(Innes et al. 2002). Los bovinos pueden infectarse a tra-

vés de la ingesta de alimento contaminado con ooquistes 

presentes en las heces de perros u hospedadores defi -

nitivos en general (McAllister et al. 1998, De Marezet al. 

1999) o por infección congénita a través de la madre al 

feto por vía transplacentaria (Paré et al. 1996, Davison 

et al. 1999). La transmisión postnatal es responsable de 

menos del 15% de los casos de neosporosis en el campo 

(Hall et al. 2005).

Actualmente no existe ninguna vacuna comercial 

disponible contra la neosporosis. Recientemente se han 

publicado estudios utilizando vacunas vivas con varia-

ble éxito (Hemphill, 2016). Algunas vacunas basadas en 

antígenos nativos son efi caces contra en enfermedades 

parasitarias, como CoxAbicTM, compuesta por antígenos 

purifi cados de gametocitos de Eimera máxima (Sharman 

et al. 2010); y NobivacPiroTM, que confi ere protección 

Una nueva vacuna contra la neosporosis bovina: 
avances del desarrollo y perspectivas

Florencia Mansilla1 y Alejandra Victoria Capozzo2*
1- Investigadora del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA)

2- Investigadora Principal de CONICET. * capozzo.alejandra@inta.gob.ar

Instituto de Virología e Innovaciones Tecnológicas “IVIT”, CONICET-INTA. Buenos Aires. Argentina



Disertantes
Simposio de Inmunología Veterinaria

111Pág. 

contra la babesiosis en perros (Schetters 2009). El éxito 
de estas vacunas en prevenir enfermedades parasitarias 
es una prueba sólida de que las vacunas a subunidades 
pueden resultar efectivas, estimulando el desarrollo de 
formulaciones con antígenos recombinantes (Monney 
and Hemphill 2014). La clave consiste en lograr activar 
al sistema inmune innato generando las señales de daño 
adecuadas para que se desarrolle la respuesta adapta-
tiva.

La activación de linfocitos T la realizan las células den-
dríticas (DCs) que distinguen a los patógenos a través de 
los receptores de deñales de daño (PRRs), como los de 
tipo Toll (TLR) y CLR. El factor de diferenciación mieloide 
88 (MyD88) es una proteína adaptadora común a varios 
receptores que controla la expresión de citoquinas pro-
infl amatorias que conducen a la producción de IL-12 e 
IFN-γ, promoviendo la eliminación del parásito. Debido a 

su actividad estimulatoria, los agonistas de PRRS pueden 

inmunomodular la respuesta global de las vacunas me-

diante la activación de las respuestas innata y adaptativa 

a través de la producción de citoquinas pro-infl amatorias 

(Kaisho 2002). En este sentido, la activación de un mayor 

número de PRRs a través de sus respectivos ligandos re-

sulta en una más rápida translocación al núcleo del factor 

de transcripción kB (NF-kB) y la concomitante síntesis y 

secreción de citoquinas pro-infl amatorias y quimioquinas 

(Koblansky et al. 2013).

En este estudio demostramos que una vacuna formu-

lada con subunidades antigénicas solubles de taquizoítos 

muertos o subunidades y un adyuvantes con actividad 

inmuno-estimulante puede inducir protección contra la 

neosporosis bovina a través de la   estimulación de ma-

yor cantidad de receptores de tipo Toll que actúan por la 

vía MyD88 se relaciona con una mejor respuesta inmune 

contra N. caninum.

Desarrollo

El desarrollo de este trabajo fue realizado en cuatro 

etapas cuyo objetivo principal fue minimizar el uso de 

animales al mínimo indispensable para poder registrar la 

vacuna. Las etapas del desarrollo preclínico se muestran 

en la fi gura 1.

1 Selección del antígeno vacunal

La selección del antígeno vacunal se realizó in vitro, 

según la capacidad de las diferentes preparaciones an-

tigénicas de iniciar la respuesta inmune a través de la 

activación de las células dendríticas derivadas de médula 

ósea en cultivo con GM-CSF e IL.4 (DCs, Mansilla er al, 

2012). Se evaluaron los siguientes antígenos: taquizoí-

tos inactivados (“Taq. Muertos”) y las fracciones soluble 

(sNcAg) e insoluble (iNcAg) de extractos de taquizoítos. 

Como parámetro de activación se determinó la capacidad 

de estos antígenos de inducir la síntesis de citoquinas 

proinfl amatorias en las DCs.  El extracto soluble, sNcAg, 

indujo la producción de IL-6, TNFα y IL-2p70 (p<0.05). 

La producción de IL-6 y TNF-α fue superior en las DCs 

estimuladas con sNcAg que para el resto de los antíge-

nos (p<0.05).  Los taquizoítos muertos y el extracto inso-

luble (Fig.2) no estimularon la producción de citoquinas 

proinfl amatorias, los valores obtenidos fueron similares a 

los de las DCs no tratadas (Mock). Ninguno de los trata-

mientos activó la expresión de IL-10 y no se observaron 

diferencias signifi cativas en la síntesis de IFNγ (Fig. 19). 

Vacuna basada en sNcAg: modelo murino: ratones 

BALB/C recibieron dos concentraciones de sNcAg (alta: 

4 µg y baja: 0,4 µg) o extracto soluble de células VERO 

sin infectar como control negativo (4µg). Estas prepara-

ciones antigénicas fueron formuladas con tres diferentes 

adyuvantes acuosos. -AVEC®, adyuvante desarrollado 

por nuestro grupo de trabajo basado en lecitina de soja 

Figura 1: Diseño de las etapas de desarrollo de la vacuna contra la neos-
porosis bovina

Figura. 2. Producción de citoquinas proinfl amatorias e IL-10 por citometría 
de fl ujo en el sobrenadante de cultivo de DCs tratadas con los diferentes 
antígenos. * Diferencias signifi cativas respecto al control negativo (p <0.05).  
# Se usó ConA como control positivo para IL-10.
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suplementado con distintos activadores de TLRs y CL-
RsÑ; hidróxido de aluminio (Rehidragel HPA, Reheis®, 
Nueva York, US) e ISCOMs (ISCOM matrix, Abisco-300, 
ISCONOVA. Uppsala, Suecia). Participaron en el ensa-
yo 90 animales que fueron divididos en 9 grupos de 5 
animales cada uno (Fig. 3). Los mismos grupos fueron 
replicados en paralelo, pero fueron sangrados a los 0, 3, 
5, 7, 10, 12, 14, 21 y 28 dpv y sacrifi cados a los 38 dpv. 

La formulación de 0,4 μg de sNcAg+ AVEC indujo an-
ticuerpos específi cos después de dos dosis (21 dpv en 
adelante, Fig. 4B). Las formulaciones de 0,4 μg de sNcAg 
con ALUM o ISCOM no indujeron niveles cuantifi cables 
de anticuerpos antes del desafío. Después del desafío, 
todos los animales inmunizados con 0,4 μg de sNcAg, 
incluso aquellos que no presentaban anticuerpos antes 
de la infección, mostraron niveles de anticuerpos superio-
res a aquellos animales que no habían sido inmunizados 

(Fig. 4B). Estos niveles fueron similares para todos los 
animales vacunados a los 21 dpi (Fig. 4 A y B). A partir 
de los 9 dpv, se detectan Acs (IgG) especçifi cos contra N. 
caninum en los ratones vacunados con una sola dosis de 
4µg de sNcAg/AVEC (no se muestra).

Los isotipos de IgG variaron según el adyuvante em-
pleado (Fig. 4C). Las formulaciones que contenían AVEC 
indujeron IgG2a, y un perfi l balanceado entre IgG1 e Ig-
G2a después del desafío Los animales del grupo sNcAg 
(4 μg)+ALUM produjeron mayores niveles de IgG1, y Ag+ 
ISCOM un perfi l balanceado a los 38 dpv y 21 dpi. En los 
animales vacunados con las dosis bajas de antígeno (0,4 
μg) y ALUM o ISCOM se observó una respuesta de IgG1 
después del desafío, mientras que los animales control 
mostraron una mayor producción de IgG2a a los 21 dpi 
(Fig. 20C).  

Las vacunas con 4 μg de sNCAg con ISCOM o AVEC 
indujeron la producción de IFN-γ en niveles superiores a 
los del grupo no vacunado (Fig. 5). Los animales inmu-
nizados con 4 μg de sNcAg + AVEC evaluados a los 21 
dpi fueron los que mostraron los niveles más elevados 
de IFN-γ (p<0,05). También evaluamos la producción de 
otras citoquinas en los sobrenadantes de cultivos de es-
plenocitos reestimulados con sNcAg. En los animales va-
cunados los niveles de IL-2 fueron elevados, caracterís-
ticos de una activa proliferación de células T. El nivel de 
IL-4 en los animales vacunados con ALUM fue superior 
a los de los otros grupos a los 38 dpv y a los 21 dpi. Los 
animales naive que fueron infectados no indujeron IL-6. 

Todos los animales vacunados con sNcAg lograron 
controlar al parásito a los 4 dpi (tabla 1), evidenciando 
que la protección en fase aguda era independiente del 
adyuvante empleado. Por el contrario, el 80% de los ani-
males de los grupos controles mostraron una elevada 

Figura. 3 Esquema experimental del ensayo de protección en ratones 
(Mansilla et.al 2012)

Figura. 4. Respuesta humoral inducida por la vacunación. La cinética 
de los anticuerpos específi cos se determinó por ELISA. Se muestran 
los valores promedio ± DS de los animales inmunizados con 4 y 0,4 μg 
de antígeno (A y B, respectivamente). Las fl echas en negro indican las 
inmunizaciones. La fl echa toja indica el momento del desafío. (C) isotipos 
de IgG medidos por ELISA los 21 y 38 dpv.  Referencias: sNcAg/AVEC, 
círculos llenos (línea llena); sNcAg/ISCOMs triángulos grises (línea llena), 
sNcAg /ALUM, cuadrados vacíos (línea llena). Los grupos placebo con los 
mismos adyuvantes, pero sin antígeno llevan los mismos símbolos, pero 
con líneas punteadas.  *Diferencias signifi cativas a los animales de los 
grupos control (p <0.05). #Diferencias signifi cativas respecto al ALUM y al 
ISCOM (p <0.05).

Figura. 5. Producción de citoquinas en esplenocitos.  La producción de 
IFN-γ se determinó por antes y después del desafío (38 dpv y 21 dpi). Los 
resultados se expresan como el número de células formadoras de spots 
(CFS) cada 106 células.   (*) Mayor número de CFS- IFN-γ (p< 0.05) (a) 
diferencias signifi cativas respecto a los controles. (b) el número de CFS- 
IFN-γ fue mayor en estos (p< 0.05).
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carga parasitaria. Las formulaciones con 4 μg de sNcAg 

+ ISCOM y ambas vacunas con AVEC fueron efectivas 

en el control de la infección en su fase crónica en el teji-

do cerebral. Los ratones inmunizados con formulaciones 

que contenían 0,4 μg de sNcAg mostraron mayor carga 

de parasitaria en relación con los otros grupos. La vacuna 

de 4 μg de sNcAg formulada con ALUM falló en preve-

nir la infección crónica.  Se examinaron por microscopía 

múltiples secciones de diferentes regiones del cerebro en 

busca de lesiones que revelasen daño cerebral. A cada 

lesión se le asignó un valor numérico de acuerdo con el 

criterio de Ribeiro, et al. 2009 (Tabla 1) No se observaron 

lesiones en los animales que fueron inmunizados con 4 

μg de antígeno/ISCOM, ni en ninguno de los dos grupos 

que recibieron vacunas formuladas con AVEC (4 o 0,4 

μg de sNcAg). La respuesta inmune gatillada por estas 

formulaciones controló al parásito que en la fase aguda y 

limitó el establecimiento de la infección crónica. 

Ensayo dosis-respuesta en bovinos: La formula-

ción que resultó más efectiva en BALB/c (sNcAg/-AVEC®) 

se evaluó en el modelo bovino en una prueba para es-

tablecer la mínima dosis capaz de activar la respuesta 

inmune, manteniendo sustentabilidad a nivel comercial. 

Se evaluaron vacunas conteniendo 0, 10, 50 o 100 µg de 

sNcAg por dosis, formulado con -AVEC®. Como control 

se prepararon formulaciones con 100 µg de extracto so-

luble de células VERO. Cada dosis, en un volumen fi nal 

de 2 ml, se aplicó por vía subcutánea (SC) en la tabla 

del cuello. El diseño experimental se detalla en la fi g. 6. 

Trabajo completo en Mansilla y col. 2013.

Los bovinos inmunizados con dosis más altas de an-

tígeno respondieron más tempranamente y sus niveles 

de anticuerpos se mantuvieron por más tiempo (Fig.7). 

La avidez de los anticuerpos también mostró un compor-

tamiento dosis-dependiente. Todas las formulaciones va-

cunales evaluadas indujeron anticuerpos de alta avidez 

luego de dos dosis. El isotipo predominante inducido por 

todas las formulaciones con sNcAg en bovinos fue IgG1. 

El análisis de la cinética de los anticuerpos mostró que el 

título de anticuerpos específi cos en animales inmuniza-

dos con 50 y 100 μg de sNcAg se mantuvo superior al de 

los animales controles por más de dos meses luego de la 

segunda dosis. 

 

Los niveles de IFN-γ, en cambio, tuvieron un pico a los 

50 dpv y decayeron hasta los 140 dpv. En estos animales 

hubo un gran porcentaje de células T CD4+/ IFN-γ+ a los 

50 dpv, que disminuyó a los 140 dpv pero todavía resulta-

ba signifi cativo (Fig. 8). Esto indica que la administración 

de dos dosis de 50 ó 100 μg de sNcAg/AVEC prima a las 

células T para que desarrollen una respuesta específi ca 

ante una reexposición a antígenos del parásito, por ejem-

plo durante la infección

Protección a la infección congénita: vaquillonas con 

Vacuna
Carga parasitaria Lesión cerebral

Sangre (4 dpi) Cerebro (21 dpi) 21 dpi

sNcAg 4 μg + ISCOM 1,67 ± 0,25 0,32 ± 0,13 0 (5/5)

sNcAg 0,4 μg + ISCOM 2,75 ± 1,02 3,34 ± 2,78 2 (2/5

sNcAg 4 μg + AVEC 0,90 ± 0,12 0,40 ± 0,15 0 (5/5)

sNcAg 0,4 μg + AVEC 0,97 ± 1,37 0,54 ± 0,42 0 (5/5)

sNcAg 4 μg + ALUM 0,03 ± 0,05 4,52 ± 2,62 1 (2/5)

sNcAg 0,4 μg + ALUM 1,37 ± 0,44 5,00 ±3,15 1 (4/5)

Grupos placebo 20,46 ± 11,22 8,45 ± 1,58 1 (3/5) 

2 (1/5) 

3 (1/5)

Tabla 1. Carga parasitaria estimada por PCR en tiempo real. A la derecha 
se asignan valores numéricos a las lesiones encontradas en el cerebro de 
los animales infectados según el análisis histopatológico (0: Sin daño; 1: 
meningitis leve; 2: meningitis moderada; 3: meningitis severa).

Figura. 6 . Diseño esquemático del ensayo de vacunas en bovinos.

Figura. 7. (A) Título de anticuerpos cuantifi cados por inmunofl uorescencia 
indirecta (IFAT). (B) Cinética de anticuerpos determinada por ELISA. La 
línea de puntos indica del punto de corte del ensayo. Los niveles de IgG1 
(C) e IgG2 (D) se determinaron por ELISA entre los días 0 y 50 post-vacu-
nación. (E) La maduración de la avidez de los anticuerpos se determinó en 
momento en que se detectó el pico máximo de anticuerpos totales (21, 42 y 
50 dpv). Las inmunizaciones se señalan con fl echas. * Diferencias signifi ca-
tivas respecto a los animales vacunados con 10 μg de sNcAg (p<0,05).  # 
Valores signifi cativamente diferentes a los otros grupos (p<0,05).
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Figura. 9. Diseño esquemático del ensayo de protección al aborto en bovinos experimentalmente infectados con N. caninum.

Figura. 10 Respuesta de anticuerpos en hembras preñadas inmunizadas a 
los 65 y 75 días de gestación (0 y 10 dpv, indicada en el gráfi co con fl echas 
negras). El desafío se realizó inoculando 1x108 taquizoítos vivos de la cepa 
Nc1 (IV) a los 78 ó 212 dg (13 y 147 dpv, respectivamente, indicados con 
fl echas rojas). Los resultados se expresan como el porcentaje de reactivi-
dad promedio (± SD) relativo al control positivo provisto por el kit. La línea 
horizontal señala el punto de corte del ensayo.

diagnóstico positivo de preñez fueron asignados al azar 
a 4 grupos. Recibieron dos dosis de 2 ml con 50 μg de 

sNcAg y AVEC® al 30% vía SC a los 65 y 75 días de ges-

tación (dg); los animales de los grupos control recibieron 

el mismo volumen de PBS-AVEC®.  El día del desafío se 

registró la temperatura rectal y se realizó ecografía para 

verifi car el buen estado del feto (Mansilla et al, 2015). 
Luego recibieron una suspensión con 1x108 taquizoítos 
por vía endovenosa a los 78 ó 212 dg, según correspon-
da. Durante los primeros 4 días luego de la vacunación y 
la infección experimental se registró la temperatura rec-
tal y se analizaron los sitios de inoculación en busca de 
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lesiones. Regularmente se les realizaron ultrasonidos y 
exámenes clínicos para corroborar la viabilidad del feto. 
Se les tomaron muestras se suero o sangre entera a in-
tervalos regulares hasta la parición para determinar la in-
munogenicidad de la vacuna mediante distintas pruebas 
(Fig 9).

La vacunación indujo una respuesta inmune primaria, 
con incremento de los niveles de IgM a los 7 dpv (Fig 
53A). La infección experimental a los 78 días de gesta-
ción (1er desafío) indujo un marcado incremento del nivel 

de anticuerpos totales, que fue superior en los animales 
vacunados comparado con los no vacunados entre los 28 
y 57 dpv (p<0.01). Las vaquillonas preñadas desafi adas 
a los 212 días de gestación (2do desafío) también mostra-
ron niveles de anticuerpos superiores a los no vacunados 
a los 154 dpv (p<0.01) (Fig. 10). El incremento del nivel 
de anticuerpos que se observa en los animales luego de 
la infección corresponde a una evidente respuesta se-
cundaria. La avidez de los anticuerpos inducidos en los 
animales vacunados e infectados luego del 1er desafío 
fue signifi cativamente superior en comparación a los ani-
males naïve infectados a los 28 dpi y luego del segundo 
desafío (no se muestra).  

Los animales inmunizados presentaron mayores títu-
los de IgG1 e IgG2 luego de la infección (en ambos de-
safíos), respecto a los animales naïve-infectados. Encon-
tramos diferencias en los perfi les de IgG1 e IgG2 según 
el momento en que se realiza la infección experimental. 
Los animales vacunados desafi ados en el 1er trimestre de 
gestación presentaron un perfi l balanceado, con títulos 
similares de IgG1 e IgG2, mientras que los no vacuna-
dos, en cambio, presentaron preferentemente IgG1. Por 
otro lado, los animales inmunizados y desafi ados en el 3er 
trimestre mostraron mayores niveles de IgG1 que IgG2, 
con un perfi l similar a los no vacunados e infectados (ta-
bla 2).

La inducción de la respuesta anamnésica de células 
T-CD4+ se determinó por citometría de fl ujo. Se observó 
que la vacunación con sNcAg indujo la proliferación de 
células T-CD4+ luego de una re-estimulación in vitro de 
las CMNs con el antígeno (0 dpi). Esta activación todavía 
se mantenía a los 28 dpi (luego del 1er desafío), y fue 
superior a la que mostraron las células de los animales 
no vacunados infectados y no infectados (no se muestra). 

La infección experimental no indujo abortos en nin-
guno de los animales desafi ados. Algunas vaquillonas 
presentaron lesiones macroscópicas de placenta, como 

Grupo Animal IgG1 IgG2

1erdesafío

Vacunado

1 200 > 200

11 100 150

15 200 > 200

17 200 100

19 200 > 200

No vacunado

2 125 100

4 50 50

6 100 30

10 100 >200

12 50 25

2do desafío

Vacunado

3 100 100

5 150 25

7 >200 50

9 200 50

13 >200 100

No vacunado

14 50 25

16 100 25

18 100 50

Tabla 2. Títulos de IgG1 e IgG2a en muestras de suero evaluadas por ELISA 
en animales vacunados y no vacunados; 21 días luego del 1er desafío y 28 
días luego del 2do desafío.

Figura. 11. Análisis histopatológico en muestras de placenta. Se muestran 
ejemplos de lesiones tisulares compatibles con neosporosis detectadas en 
el animal número 6, que presentó calcifi cación focal (A) y cuffi ng perivas-
cular (B).

Figura. 8. Identifi cación de CMNs y células T productoras de IFN-γ (valores 
promedio ± DS por triplicado) luego de una estimulación con sNcAg a los 
50 y 140 dpv. (A) Ensayo representativo Porcentaje de CMNs a los 50 
dpv (B y C) y a los 140 dpv (D y E) productoras de IFN-γ.  *Diferencias 
signifi cativas respecto al grupo con 0µg sNcAg (p<0,05).  # superiores al 
control (p<0,05).
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autolisis severa o edema (Tabla 3). Uno de los animales 
no vacunados desafi ado a los 78 dg con signos de ede-
ma en la placenta parió un ternero con bajo (14 kg). Tam-
bién se detectaron mediante un análisis histopatológico 
lesiones tisulares variables en placenta (placentitis leve 
con cuffi ng perivascular, placentitis moderada con cuffi ng 
perivascular y focos de infi ltrados linfocitarios). Uno de 
los animales no inmunizados mostró lesiones severas, 
que incluían signos de necrosis (Tabla 3, Fig. 11). 

Se analizaron diferentes porciones de placenta de los 
animales infectados en busca de la presencia de ADN 
del parásito por PCR anidada (tabla 13). Como control 
negativo se usaron pociones de placenta de un animal no 
infectado ni inmunizado (no se muestra). Sólo la placen-
ta de uno de los animales vacunados e infectados en el 

1er desafío resultó positiva por PCR (1/4). Se pudo tomar 
muestra de 4 de los 5 animales vacunados e infectados 
en el 1er desafío, entre los cuales no se pudo detectar 
la presencia del parásito. Por el contrario, todas las pla-
centas de los animales no vacunados e infectados en el 
2do desafío fueron positivos por PCR (3/3), mientras que 
solo una de las placentas de los animales inmunizados y 
desafi ados es esta instancia fue positiva (1/3) (Tabla 3).

Un resultado negativo por PCR en muestras de pla-
centa no constituye un diagnóstico certero de ausencia 
de infección ya que se analiza una pequeña porción de 
esta. Por eso, y a pesar de que analizamos dos porciones 
distintas seleccionadas al azar de cada muestra de pla-
centa, se analizaron otros parámetros para incrementar 
la sensibilidad del diagnóstico. Evaluamos muestras de 

Datos de las vaquillonas Control de la ingesta de calostro Placenta Serología N.caninum

Animal nro. Vacuna Desafío
Títulos LPBE 

(VFA)
GGT (IU/L) PCR anidada RankingHistol. Resultado

4 No 1ero 1.1 46 NEG 0 POS

10 No 1ero 1.1 46 POS 1 POS

12 No 1ero 1.12 46 POS 2a POS

6 No 1ero 2.42 ND POS 3 -

2 No 1ero 3.6 220 ND ND POS

17 Sí 1ero 1.1 35 NEG 1 DUD

1 Sí 1ero 1.17 46 NEG 2 DUD

11 Sí 1ero 1.1 46 NEG ND NEG

19 Sí 1ero 1.1 46 NEG 2 POS

15 Sí 1ero 3.6 665 ND ND -

14 No 2do 1.13 35 POS 2 POS

18 No 2do 3.6 1092 POS 2b -

16 No 2do ND 35 POS 2 POS

7 Sí 2do 1.1 35 NEG 2 NEG

13 Sí 2do 1.17 35 NEG 1 DUD

3 Sí 2do 1.2 46 ND ND DUD

5 Sí 2do 2.01 46 NEG 2 -

9 Sí 2do 3.6 104 ND ND -

Tabla 3. Ensayo en paralelo para determinar protección contra la transmisión congénita contra el parásito luego del desafío a los 78 dg (1er desafío) ó 212 
dg (2do desafío). Se indican las muestras analizadas y resultados. La ingesta de calostro se verifi có en suero de los terneros por LPBE contra VFA cepa O1/
Campos, y midiendo la actividad de la enzima GGT en unidades internacionales (IU) por L. Se indican en celeste los animales que calostraron. Las muestras 
de suero de terneros privados de calostro se analizaron por ELISA empleando un kit comercial para detectar anticuerpos anti N. caninum y por PCR anidada 
en muestras de placenta. Se estableció el ranking de daño histológico a Ternero con bajo peso al nacer (14 kg) y edema en placenta. b Placenta retenida con 
autolisis severa. c Edema en placenta. DUD: dudoso. ND: No determinado.
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suero de los terneros en busca de anticuerpos pre-calos-
trales anti N. caninum. 

La ausencia de anticuerpos maternos circulantes se 
verifi có midiendo anticuerpos específi cos contra el virus 
de la fi ebre aftosa (VFA) utilizando un ensayo de ELISA en 
fase líquida (Maradei, La Torre et al. 2008), ya que todas 
las vaquillonas habían recibido al menos 4 inmunizacio-
nes y presentaban altos niveles de anticuerpos anti-VFA, 
que se transfi eren al ternero exclusivamente a través de 
calostro (Bucafusco, et al. 2014). También se realizó una 
determinación bioquímica en la que se detectó la activi-
dad de la enzima gamma glutamil-transferasa (GGT) en 
suero, ya que esta enzima se transfi ere únicamente por 
calostro (Braun et al. 1982). Se pudieron obtener mues-
tras de suero de 12 de los 18 terneros recién nacidos 
antes de la ingesta de calostro (Tabla 3, los animales que 
calostraron se resaltan en celeste). En general, los ni-
veles de anticuerpos anti N. caninum fue menor en los 
terneros nacidos de madres inmunizadas, respecto a los 
nacidos de animales no inmunizado (tabla 3).

A pesar del bajo número de animales que difi culta rea-
lizar una adecuada evaluación estadística, los resultados 
obtenidos sugieren que existiría cierto grado de protec-
ción a la infección congénita. No fue posible establecer 
si la vacuna puede proteger contra el aborto ya que el 
grupo no vacunado no abortó y no es posible establecer 
parámetros indirectos.

DISCUSIÓN

En una primera etapa, seleccionamos el antígeno 
más apropiado entre diversas posibilidades de antíge-
nos de fácil obtención: taquizoítos inactivados o extrac-
tos proteicos de ellos. Los antígenos fueron evaluados 
en función de su capacidad de inducir la producción de 
citoquinas proinfl amatorias por parte de las células den-
dríticas (DCs), favoreciendo la presentación antigénica, 
la iniciación de la respuesta adquirida y posiblemente 
también la respuesta celular favorecida por el entorno de 
citoquinas (Kaisho 2012). Este antígeno es de fácil pro-
ducción a bajo costo. 

Evaluamos el efecto modulador de distintos adyuvan-
tes en ratones vacunados. Determinamos que la produc-
ción de IFN-γ está asociada a la masa antigénica y al 

adyuvante empleado en la formulación. La correlación 

entre la masa antigénica y los niveles de IFN-γ ya había 

sido descripta previamente en vacunas contra la fi ebre 

aftosa (Parida et al. 2006). La cantidad de antígeno em-

pleada en las formulaciones de este trabajo (4 y 0.4µg) 

es mucho más baja que las que se ha reportado. Ribei-

ro y col. (2009) demostraron la capacidad protectora de 

sNcAg combinado con ODN CpG en ratones luego de 3 

dosis conteniendo 25 μg de proteína cada una de ellas. 

Otros autores reportaron la inmunogenicidad de una va-

cuna formulada con 10 μg de sNcAg (Miller et al. 2005, 

Ellis et al. 2008). 

Las vacunas formuladas con dosis altas de sNcAg e 

ISCOM o AVEC incrementaron los niveles séricos de Ig-

G2a y la producción IFN-γ por parte de las células T. La 

facultad del ISCOM de inducir una respuesta balanceada 

Th1/Th2 ya había sido descripta previamente (Morein et 

al. 2004). La capacidad adyuvante de AVEC podría de-

berse a la habilidad de los fosfolípidos de la lecitina de 

formar nanopartículas que faciliten la captura del antíge-

no, permitiendo así disminuir la dosis del mismo (Sloat 

et al. 2010), por otro lado los dominios hidrofóbicos se 

combinan con las saponinas atrapando al antígeno a for-

mulación con una dosis baja de sNcAg y -AVEC® no in-

dujo la producción de IFN-γ luego de la vacunación, pero 

primó una respuesta anamnésica que se expandió luego 

de la infección, limitando la dispersión del parásito en el 

cerebro. Este adyuvante, además, posee Beta-glucanos 

que activan TLR2 y CLRs (Albeituni 2013). 

Todos los animales vacunados fueron capaces de 

controlar la infección en su fase aguda; sin embargo, sólo 

los animales inmunizados con dosis alta de antígeno+IS-

COM o bien AVEC con 4 ó 0,4 μg de sNcAg, fueron resis-

tentes a la fase crónica de la infección. La protección se 

observó en todos los animales. Estas tres formulaciones 

promovieron la resistencia al parásito mediante la induc-

ción de elevados niveles de IgG2a de alta avidez y una 

respuesta celular con un perfi l Th1. 

El análisis de la cinética de los anticuerpos en bovi-

nos vacunados con 50 y 100 μg de sNcAg formulado con 

-AVEC® mostró que el título de anticuerpos específi cos 

se mantuvo superior al de los animales controles por 

más de dos meses luego de la segunda dosis. El isotipo 

mayormente inducido fue IgG1. No está del todo claro el 

rol de los diferentes isotipos en la respuesta inmune de 

los bovinos, tampoco se conoce exactamente su relación 

con la protección contra el aborto. No se ha caracterizado 

completamente el rol de la IgG1 e IgG2 bovinas (Pastoret 

P 1998). Sin embargo, el hecho de que la IgG1 sea el 

principal isotipo presente en mucosas, calostro y leche 

(Bucafusco et al. 2014) podría indicar un rol diferencial 

de esta inmunoglobulina en los mecanismos efectores 

mediados por anticuerpos.

Los niveles de IFN-γ, en cambio, tuvieron un pico a los 

50 dpv y decayeron hasta los 140 dpv. En estos animales 
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hubo un gran porcentaje de células T CD4+/ IFN-γ+ a los 

50 dpv y hasta los 140 dpv. Esto indica que la adminis-

tración de dos dosis de vacuna prima a las células T para 

que desarrollen una respuesta específi ca ante una reex-

posición a antígenos del parásito, por ejemplo, durante 

la infección.

Evidenciamos que la aplicación de la vacuna propues-

ta es segura durante la preñez, ya que no observamos 

efectos adversos sistémicos ni en el sitio de inyección. 

No hubo pérdida de la preñez ni nacimiento de terneros 

de menor peso. Este es un punto sumamente relevante 

ya que trabajos previos en los que evaluaron vacunas 

preparadas con taquizoítos muertos reportaron casos 

de reabsorción embrionaria asociados a la vacunación 

(Weston et al. 2012).

La infección experimental con taquizoítos de la cepa 

Nc1 a los 78 y 212 días de preñez no produjo signos 

clínicos. No se registraron abortos y todos los terneros 

nacieron a término y en buenas condiciones de salud, 

excepto uno que nació con bajo peso y algunas lesiones 

macroscópicas en la placenta. La difi cultad en reproducir 

la enfermedad puede estar relacionada con las condicio-

nes de cultivo celular, ya que Nc1 es una cepa virulenta 

que ha sido empleada con éxito en infecciones experi-

mentales en bovinos (Bartley et al. 2012). 

La transmisión congénita se evaluó de modo indi-

recto, cuantifi cando anticuerpos específi cos en terneros 

privados de calostro por ELISA y analizando por PCR 

anidada la presencia de ADN del parásito en muestras 

de placenta. La determinación por PCR puede generar 

falsos negativos, ya que se realiza un muestreo al azar 

de pequeñas secciones de tejido. En este sentido, pro-

ponemos la aplicación de ensayos en paralelo como un 

método para incrementar la sensibilidad del diagnóstico. 

Se necesitan más estudios para comprender la inmuno-

competencia de los fetos en las distintas etapas de la 

preñez. Los mecanismos inmunológicos asociados a la 

protección contra N. caninum también deben ser escla-

recidos, particularmente el rol del IFN-γ en el control de 

la infección. La inducción de IFN-γ es esencial para la 

protección en el modelo murino (Nishikawa et al. 2001), 

mientras que como indicamos más arriba su rol ha sido 

cuestionado recientemente en el modelo bovino (Regi-

dor-Cerrillo et al. 2014). Explorar las condiciones en las 

que el IFN-γ es secretado sin interferir con la preñez, 

probablemente mediante la aplicación de un esquema 

de vacunación capaz de inducir una respuesta de IFN-γ 

que se mantenga en el tiempo luego del desafío, puede 

ser una estrategia muy útil a la hora de comprender los 

mecanismos protectores en esta etapa.

La vacuna conteniendo sNcAg es prometedora para 

controlar la neosporosis, teniendo en cuenta los resul-

tados obtenidos en el modelo murino y en bovinos no 

gestantes. No logramos producir aborto en los grupos 

control, pero los niveles de anticuerpos pre-calostrales 

anti-N. caninum en todos los terneros nacidos de madres 

vacunadas fueron menores a los nacidos de madres no 

vacuadas, lo que implica baja o nula transmisión congé-

nita. Los grupos que fueron vacunados presentaron me-

nos animales que evidencian la presencia de ADN del 

parásito en la placenta y las lesiones que se hallaron por 

el análisis histopatológico en algunas de estas muestras 

presentaron menor grado de severidad. También de-

mostramos que la aplicación de esta vacuna durante el 

primer trimestre de gestación es segura y no causa efec-

tos nocivos en el feto, como lo hacen otras vacunas que 

habían sido previamente reportadas, causales de muerte 

embrionaria (Weston, Heuer et al. 2012). 

Desde el punto de vista de la generación de conoci-

miento cabe destacar que son muy pocos los ensayos de 

efi cacia de vacunas que se han realizado en el modelo 

bovino de hembras preñadas, y que no se cuenta con un 

modelo validado y estandarizado en el que se pueda eva-

luar la protección. El desarrollo de un modelo debidamen-

te caracterizado arrojaría resultados más concluyentes y 

permitiría, además, comparar resultados entre distintos 

grupos y diseños experimentales.

En conclusión, la vacuna formulada con extractos so-

lubles de taquizoítos de N. caninum formulada con na-

nopartículas derivadas de lecitina de soja con inmunoes-

timulantes de las células presentadoras de antígeno, 

generó inmunidad en bovinos siendo segura en hembras 

preñadas y capaz de disminuir la transmisión congénita 

del parásito. La vacuna ha sido transferida a una empresa 

Argentina y está siendo evaluada actualmente a campo 

ya que su uso podría reducir el impacto de la neosporosis 

en los sistema productivos.
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