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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar la epidemiologia de la infeccién natural por Neospora
caninum en perros del estado de Aguascalientes, se muestrearon una vez al mes,
durante seis meses 24 perros que convivian estrechamente con ganado de ocho
Unidades de Produccion Lechera seropositivas al parasito. Se tom6 una muestra de
suero para procesarlo mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y otra de sangre
periférica para identificar ADN del parasito. Se aplico una encuesta a los propietarios
para conocer rasgos del manejo y comportamiento de los perros, se estimé la
asociacion de la seroprevalencia con algunos factores de riesgo mediante regresion
logistica. La prevalencia de anticuerpos anti-N. caninum en el primer muestreo fue
54% (13/24; 95% 1.C. 33-73) y en el ultimo 62% (15/24; 95% |.C. 40-80); la incidencia
fue de 8.69%. En ningln muestreo fue posible detectar la presencia de ADN del
parasito en sangre. La edad (> 6 afos), fue identificado como factor de riesgo a
contraer la infeccién; con ninguna otra variable fue posible identificar una asociacion
estadisticamente significativa (p>0.05). Con el objetivo de detectar ooquistes-like en
heces e identificar la presencia de quistes y ADN de N. caninum en tejidos, se
muestrearon en el Centro de Control, Atencién y Bienestar Animal del municipio
capital, 15 perros provenientes de comunidades rurales, asi como nueve de areas
suburbanas, tomando muestras de tejido encefalico (cerebro y cerebelo), suero y
heces. El tejido encefélico se procesé para identificar la presencia de ADN del
parasito, y por histopatologia convencional para la deteccion de lesiones y/o quistes
de N. caninum; el suero mediante IFIl y las heces por coprologia y PCR. En ningln
caso se detectdé ADN del parasito en tejido encefalico; el estudio histolégico no revel6
ninguna lesién sugestiva y/o quiste de N. caninum. La seroprevalencia de
anticuerpos anti-N. caninum fue 54% (13/24; 95% I.C. 35-72). La frecuencia en la
deteccién de ooquistes-like de N. caninum fue 8% (2/24; 95% I.C. 2-25) siendo estos
seropositivos, mientras que por PCR ninguna de las muestras de heces amplifico el

fragmento deseado.
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ABSTRACT

In order to study the epidemiology of natural infection by Neospora caninum in dogs
from the state of Aguascalientes, 24 dogs living closely with cattle from eight Dairy
Production Units seropositive to the parasite were sampled once a month for six
months. A serum sample was taken for processing by Indirect Immunofluorescence
(IF1) and a sample of peripheral blood to identify DNA from the parasite. A survey was
carried out on the owners to find out the handling and behavioral traits of the dogs,
the association of seroprevalence with some risk factors was estimated using logistic
regression. The prevalence of antibodies anti-N. caninum in the first sampling was
54% (13/24; 95% I.C. 33-73) and in the last 62% (15/24; 95% I.C. 40-80); the
incidence was 8.69%. In no sampling was it possible to detect the presence of
parasite DNA in blood. Age (> 6 years) was identified as a risk factor for contracting
the infection; with no other variable it was possible to identify a statistically significant
association (p> 0.05). Aiming to detect oocyst-like in stool and identify the presence of
N. caninum cysts and DNA in tissues, they were sampled at the Center for Control
Attention and Animal Welfare of the capital municipality, 15 dogs from rural
communities, as well as nine from suburban areas, taking samples of brain tissue
(brain and cerebellum), serum and feces. The brain tissue was processed to identify
the presence of DNA from the parasite, and by conventional histopathology for the
detection of lesions and / or cysts of N. caninum; serum by IFI and feces by coprology
and PCR. In no case was DNA from the parasite detected in brain tissue; the
histological study did not reveal any suggestive lesion and / or cyst of N. caninum.
The seroprevalence of antibodies anti-N. caninum was 54% (13/24; 95% |.C. 35-72).
The frequency in detection of N. caninum oocysts was 8% (2/24; 95% I.C. 2-25),
being these seropositive, whereas by PCR none of the feces samples amplified the

desired fragment.
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1. INTRODUCCION

Neospora caninum, es un parasito protozoario intracelular del phylum Apicomplexa
causante de la enfermedad conocida como neosporosis, la cual provoca
principalmente desérdenes neuromusculares en perros y aborto en ganado bovino;
su ciclo biolégico es heteroxeno, en el cual el perro doméstico y el coyote
aparecen como los principales huéspedes definitivos, mientras que el ganado
bovino asi como un amplio rango de animales tanto domésticos como silvestres,
pueden actuar como huéspedes intermediarios (Dubey y Schares 2011). El
carnivorismo es la principal ruta de infeccidn en los perros, que al consumir abortos,
tejidos placentarios y carne cruda de animales infectados con el parasito, desarrollan
una fase de infeccién entérica donde el perro elimina en las heces ooquistes sin
esporular, que al estar en el medio ambiente esporulan, contaminando agua y
alimento que consume el ganado, que de esta manera adquiere la infeccidn; en tanto
gue una hembra infectada de forma crénica puede transmitir el parasito al feto a
través de la placenta de forma altamente eficiente, este Ultimo mecanismo es
responsable de la perpetuacion de la infeccion en los hatos (Dubey y Schares 2011,
Goodswen et al., 2013).

En el ganado lechero, N. caninum puede provocar muerte fetal temprana,
reabsorcion embrionaria, muerte neonatal y abortos, principalmente en el segundo
tercio de la gestacion, afectando con ello los pardmetros reproductivos, el programa
de reemplazos de la empresa y la produccion de leche (Almeria y Lopez-Gatius,
2013). La neosporosis bovina es reconocida como una de las principales causas de
aborto en ganado lechero a nivel mundial, estimandose pérdidas anuales por 842.9
millones de dolares (Reichel et al., 2013; Guido et al., 2016).



En México, la presencia de N. caninum ha sido documentada en ganado bovino
(Garcia-Vazquez et al., 2005, 2009; Gutiérrez et al., 2007; Romero-Salas et al.,
2010), ovino (Castafieda-Hernadndez et al., 2014; Romo-Gallegos et al., 2019), asi
como en perros (Sanchez et al., 2003; Cruz-Vazquez et al., 2008), y algunas
especies silvestres (Gondim et al.,, 2006; Olamendi-Portugal et al., 2012; Medina-
Esparza et al.,, 2013), considerandose una importante enfermedad reproductiva
que causa pérdidas por 68.5 y 94.8 millones de dolares anuales en la industria

lechera y de la carne, respectivamente (Reichel et al., 2013).



2. JUSTIFICACION

El perro desempefia un papel fundamental en la epidemiologia de la neosporosis al
ser el hospedero definitivo de N. caninum, confirmado por la eliminacién de ooquistes
(McAllister et al., 1998). De esta forma, los perros representan un factor de riesgo en
la transmision de la infeccion por N. caninum en los hatos de produccién lechera y de
otros hospederos intermediarios (Basso et al., 2001; Dubey et al., 2007). Diversos
estudios epidemiologicos han identificado la presencia de perros en unidades de
produccion ganadera como un factor de riesgo para la neosporosis bovina y han
proporcionado evidencia para la ocurrencia de la transmision horizontal al ganado,

principal responsable de la ocurrencia de abortos (Dubey et al., 2007).

Varios estudios han reportado la presencia de anticuerpos anti-N. caninum en perros,
observando que la prevalencia tiende a ser mayor en perros domiciliados en establos
gue en perros que viven en areas urbanas (Dubey y Schares, 2011). Sin embargo,
pocos reportes describen la presencia de ooquistes en las heces de los perros que
estan infectados de forma natural (Basso et al., 2001; Slapeta et al., 2002; McGarry
et al.,, 2003; Schares et al., 2005), en Aguascalientes se ha reportado el 40% de
seroprevalencia en perros que viven en estrecho contacto con ganado lechero (Cruz-
Vazquez et al., 2008).

Considerando lo anterior, alin se desconocen diversos rasgos epidemiolégicos de la
infeccion natural en perros que conviven con el ganado, como de perros de areas
rurales y suburbanas; del mismo modo, de reportes en la identificacion de casos de
perros con eliminacion de ooquistes en heces, ademas de la eventual presencia de
quistes del parasito en tejido encefalico en los mismos perros, elementos que pueden
ayudar a comprender de mejor manera los mecanismos de transmisién y

mantenimiento de la infeccion.



3. HIPOTESIS

Ho: La infeccion natural por N. caninum es de alta prevalencia en perros
asociados a unidades de produccion ganadera en el estado de Aguascalientes,

asi como en perros de areas suburbanas y rurales del municipio capital.

Hi: La infeccion natural por N. caninum no es de alta prevalencia en perros
asociados a unidades de produccion ganadera en el estado de Aguascalientes,

asi como en perros de areas suburbanas y rurales del municipio capital.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar la epidemiologia de la infeccion natural por Neospora caninum en diferentes

poblaciones caninas en el estado de Aguascalientes.

4.2 Objetivos Especificos

e Estudiar la seroepidemiologia de la infeccibn en una poblacion de perros
asociada a Unidades de Produccion Lechera (UPL).

e Monitorear la dinamica de anticuerpos anti-N.caninum e identificar la
frecuencia de detecciébn de ADN en sangre de perros asociados a UPL con
una frecuencia mensual durante seis meses.

e Identificar la seroprevalencia en una poblacién de perros de areas suburbanas
y rurales.

e Detectar la frecuencia de ooquistes-like de N. caninum en heces de perros de
areas suburbanas vy rurales, mediante técnicas parasitoscopicas Yy
moleculares.

e Identificar la presencia de quistes y ADN del parasito en tejidos provenientes
de perros de areas suburbanas y rurales, mediante la aplicacién de diversas

técnicas diagnosticas.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1 Definicién neosporosis

La neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por el protozoario N.
caninum (Apicomplexa, Sarcosistidae) que afecta a una amplia gama de animales
domésticos y silvestres; los huéspedes definitivos identificados son el perro
doméstico (McAllister et al., 1998), dingo australiano (King et al., 2010), el coyote
(Gondim et al., 2004a) y el lobo gris (Dubey et al., 2011), mientras que un gran
namero de animales domésticos y silvestres, puede servir como huéspedes

intermediarios.

Este protozoario provoca en los perros meningoencefalitis, poliradiculoneuritis y
polimiositis (Barber, 1998; Dubey et al. 2007; Lyon, 2010), y en algunos casos

dermatitis piogranulomatosa (Dubey et al., 1995).

5.2 Antecedentes

En el afio 1984, tres Médicos Veterinarios de origen noruego, Bjerkds, Mohn y
Presthus, reportaron que después del nacimiento, seis perros de raza Boxer
presentaron alteraciones neurolégicas, mostrando encefalomielitis y miositis
asociada a la presencia de estructuras parasitarias parecidas a Toxoplasma gondii,
sin embargo, no se encontraron anticuerpos anti-T. gondii en el suero de estos
perros. Dubey et al. en 1988, encontraron un parasito similar en 10 perros de
Estados Unidos de América que presentaron una semiologia parecida,
distinguiéndolo de T. gondii y llamandolo Neospora como un nuevo género y
caninum por ser el perro la primera especie en donde fue identificado. En el mismo
ano, aislaron a N. caninum de perros con infeccion natural y lo cultivaron en ratones.

Ademas, en este mismo afio, se desarrolld por primera vez la prueba de



Inmunofluorescencia Indirecta para el diagndstico seroldgico de la enfermedad.
Lindsay y Dubey (1989a), desarrollaron la prueba de inmunohistoquimica para
identificar antigenos de N. caninum en los tejidos de animales infectados. Bjerkas y
Dubey en 1991, confirmaron que el parasito encontrado en los tejidos de los perros
de Noruega era también N. caninum. Lindsay y Dubey en 1989b y 1990, realizaron
las primeras evaluaciones para el tratamiento de la neosporosis utilizando
medicamentos para inhibir el crecimiento de taquizoitos cultivados en células y
ratones. Bjorkman et al. (1994); Paré et al. (1995) y Dubey et al. (1996), desarrollaron
el diagnéstico serolégico de neosporosis a través del ensayo inmunoadsorbente
ligado a enzimas (ELISA) en bovinos y perros, mientras que Romand et al. (1998)
implementaron la prueba de aglutinacion directa (NAT) en suero. Los primeros

estudios moleculares del parasito en tejidos fueron realizados por Yamage en 1996.

5.3 Clasificacion Taxonémica
Reino Protozoa, filo Apicomplexa, clase Sporozoa, subclase Coccidia, orden
Eucoccidia, suborden Eimeriina, familia Sarcocystidae, género Neospora, especie

caninum (Dubey et al., 2002).

5.4 Morfologia

Los taquizoitos pueden medir cerca de 6 x 2 um, presentando una forma semi-lunar y
se caracterizan por ser la fase de multiplicacién rapida del parasito. Presentan todas
las estructuras de los miembros del filo Apicomplexa; un complejo apical, que tiene la
funcién de secretar enzimas de fijacion y adhesion a receptores de superficie. Se
pueden localizar en varias partes del organismo, como células nerviosas,
macrofagos, células endoteliales vasculares entre otras; su multiplicacion ocurre en
células de tejidos infectados, formando una vacuola parasitéfora (Goodswen et al.,
2013).

Los bradizoitos son la forma de multiplicacion lenta del parasito, pueden medir cerca
de 7 x 1.5 uym, presentando los mismos organelos encontrados en los taquizoitos.

Los quistes pueden llegar a medir 107 um de didmetro, presentando forma oval de



pared lisa que puede medir de 1 a 4 um de espesor. En su interior podemos
encontrar de 20 -100 bradizoitos; éstos se localizan principalmente en tejido nervioso

de los hospederos intermediarios (Goodswen et al., 2013).

Los ooquistes, los cuales son liberados en las heces de los hospederos definitivos,
son esféricos, miden de 9 -11 um de diametro y poseen, cuando estan esporulados,
dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (Dubey et al., 2002).

5.5 Ciclo biolégico

N. canimum presenta un ciclo de vida heteroxeno, donde una gran variedad de
especies se puede considerar como hospederos intermediarios, entre ellas, bovinos,
ovinos, y caprinos entre otros mamiferos. Existen dos modos distintos de
reproduccion de N. caninum: reproduccion sexual, que tiene lugar solamente en el
huésped definitivo; y la reproduccion asexual, que tiene lugar en huéspedes
intermediarios (Dubey et al., 2007).

Los ooquistes no esporulados se eliminan en las heces de caninos infectados. La
pared del ooquiste es robusta, resistente a la congelacion y secado, permite a los
esporozoitos sobrevivir durante largos periodos de tiempo. Fuera del huésped los
ooquistes esporulan, conteniendo dos esporocistos que contiene cada uno cuatro
esporozoitos (Dubey et al., 2002). Diferentes animales, como el ganado, pueden
ingerir ooquistes esporulados que se encuentran en los pastizales o en agua
contaminada y se infectan (Figura 1). Los esporozoitos son liberados (por
exquistacion) en el intestino del huésped intermediario, después de lo cual invaden la
pared intestinal y se transforman en taquizoitos. Los taquizoitos, que se encuentra en
compartimentos intracelulares llamados vacuolas parasitésforas, rapidamente se
replican por endodiogenia (el proceso de desarrollo asexual por el cual dos células
hijas se desarrollan internamente dentro de la célula madre parasito). Los taquizoitos
pueden invadir e infectar diferentes tipos de células en todo el huésped incluyendo

tejido nervioso, macrofagos, fibroblastos, endotelios vasculares, masculo y células



hepaticas (Dubey et al., 2006). La rapida replicacion de taquizoitos se limita in vivo a
alrededor de 20 divisiones (alrededor de tres semanas de duracion), antes de que se
diferencien en forma de quistes en los tejidos: bradizoitos (Dubey et al., 2017).

Los bradizoitos son de reproduccion lenta y se forma asexualmente por
endodiogenia. Los quistes tisulares se encuentran tipicamente en tejido nervioso
(cerebro y la médula espinal, por ejemplo), o células del musculo esquelético (Dubey
et al., 2007), y pueden persistir durante la vida del huésped intermediario sin causar
manifestaciones clinicas significativas (Dubey et al., 2017).

El ciclo de vida se completa cuando los quistes tisulares (por ejemplo, carne cruda,
placentas, fetos), son ingeridos por el huésped definitivo, el perro (McAllister et al.,
1998). Los quistes pueden sobrevivir al paso por el estbmago, pero la liberacion de
los bradizoitos infecta a las células epiteliales del intestino delgado. Las etapas
esquizogbnia y gametogonia aun no se ha observado en las células intestinales, pero
estas etapas se presumen preceden a la formacion de ooquistes en el intestino de
los perros (Dubey y Schares, 2011); recientemente, se ha reportado el hallazgo de
estados enteroepitelialies del parasito (ooquistes-like y esquizontes-like), en un
cachorro con infeccion natural sistémica fatal (Kul et al., 2015). Los ooquistes
contienen esporozoitos y el ciclo de vida comienza de nuevo al eliminarse y

contaminar el medio ambiente (Dubey et al., 2017).

El perro, eventualmente puede actuar como huésped intermediario, si ingiere
ooquistes esporulados a través de agua u otro alimento contaminado; esta ruta de
infeccion se ha demostrado experimentalmente en cachorros (Bandini et al., 2011),
pero se desconoce la importancia de este mecanismo de transmision en infecciones
naturales (Dubey et al., 2007; 2017).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Neospora caninum (adaptado de Dubey et al., 2017)

5.6 Neosporosis en perros

Los perros de cualquier edad pueden desarrollar neosporosis (Dubey et al., 2017),
aunque la mayoria de los casos clinicos que se han reportado es en animales
jovenes entre las 2 y 20 semanas de edad, congénitamente infectados (Barber, 1998;
Basso et al., 2005). Sin embargo, en los ultimos afios, se ha visto un nUmero mayor
de casos clinicos de perros de diferentes edades con signos nerviosos asociados a
N. caninum, diagnosticados mediante serologia, imagenes de resonancia magnética
y pruebas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Didiano et al.,
2020).
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El curso de la enfermedad es variable, pudiendo presentarse la muerte durante la
primera semana en la que se presentan los signos clinicos, hasta varias semanas
después. N. caninum es capaz de producir necrosis e inflamacion de los tejidos en
pocos dias debido a la multiplicacion de varias generaciones de taquizoitos
infectando nuevas células. Los perros jovenes infectados congénitamente, sufren
severas lesiones en el sistema nervios, y producto de ello desarrollan paresia flacida
0 espastica unilateral o bilateral de los miembros pélvicos hasta paralisis progresiva.
Los miembros pélvicos se afectan mas severamente que los miembros toracicos y
con frecuencia presentan hiperextension rigido. También puede ocurrir disfagia,
paralisis de la mandibula, flacidez y atrofia muscular, alteracién de los reflejos
oculares, vomito, polidipsia e insuficiencia cardiaca y respiratoria; en perros adultos
también se pueden presentar estas manifestaciones clinicas, pero son menos
frecuentes y severas, y en ocasiones responden al tratamiento farmacoldgico aunque
este debe de ser prolongado pues las recidivas son frecuentes (Barber y Tress,
1996; Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2017; Didiano et al., 2020).

En la neosporosis subclinica, los bradizoitos intracelulares se rodean por su pared
formando quistes, pueden persistir en el hospedero por varios afios sin inducir
respuesta inflamatoria (neosporosis latente), sin embargo, si un animal sufre de
inmunodepresion o inmunosupresion por tratamiento con farmacos corticosteroides
(Magafia et al., 2015; Legnani et al., 2016) puede desarrollar el cuadro clinico por

reactivacion o por ruptura de quistes en tejido (Dubey et al., 2017).

Dubey y Lindsay en 1989 y Cole et al. en 1995, trabajaron para demostrar
experimentalmente la infeccion transplacentaria, afios mas tarde se cotejé que en
perras con neosporosis subclinica con infeccion natural pueden transmitir el parasito
a sus fetos a través de la placenta, aunque esta puede ser variable y no todos los
cachorros desarrollar la enfermedad (Barber y Trees, 1998; Reichel et al., 1998;
Dubey et al., 2017).
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Existen escasos estudios en donde ha sido posible identificar ooquistes en perros
con infeccidn natural y aislar al parasito (Basso et al., 2005; Slapeta et al., 2002;
McGarry et al., 2003; Schares et al., 2005; Mclnnes et al., 2006; Basso et al., 2009a,
2009b).

El tratamiento de la neoporosis clinica en perros se ha realizado con farmacos tales
como trimetoprim-sulfadiazina combinada con pirimetamina o solo clindamicina. La
velocidad de absorcién de clindamicina en los perros es rdpida después de la
administracion oral y es comparable con los indices de absorcion intramuscular. La
administracion de trimetoprim-sulfadiazina (15 mg / kg, por via oral [PO], cada 12
horas) con pirimetamina (1 mg / kg, PO, cada 24 horas) durante 11 semanas 0
clindamicina (10 mg / kg, PO, cada 8 horas) durante 4 semanas fue recomendado

para el tratamiento de la neosporosis canina (Lyon, 2010; Dubey et al., 2017).

5.7 Técnicas de diagndéstico de N. caninum

En perros, el diagndéstico clinico puede ser dificil debido a que la sintomatologia
neurolégica que se presenta en estos animales no es consistente y debe
diferenciarse de otras afecciones como el moquillo canino (Lyon, 2010). En perros
jovenes y adultos, es poco frecuente la presentaciéon de un cuadro entérico que
pueda asociarse con N. caninum, ademas la eliminacion de ooquistes no es en forma
constante, siendo un hallazgo realmente raro (Dubey et al., 2017).

Debido a que no existen tratamientos o vacunas efectivas, el diagndstico es esencial
para el control del parasito. Los estudios de los mecanismos de patogénesis de N.
caninum han llevado a la identificacion de nuevos antigenos, incluidos NcSRS2,
NcSAG1, Ncp40, NcSUB1, NcMIC10 y NcGRAs; y se ha propuesto una variedad de
ensayos moleculares e inmunolégicos, basados en estas moléculas, para detectar N.
caninum en tejidos o muestras de suero, avances basados en pruebas de

diagnoéstico inmunolégico y molecular (Sinnott et al., 2017).
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5.7.1 Técnicas de diagndstico indirecto de N. caninum

Entre las técnicas de diagndstico se incluyen las seroldgicas, como la deteccion de
anticuerpos por Inmunofluoresencia indirecta (IFI), que consiste en visualizar la
reaccion antigeno-anticuerpo por medio de una anti-inmunoglobulina marcada con
fluorocromos, esta técnica fue desarrollada por Dubey et al. (1988), y desde
entonces es ampliamente utilizada como prueba de referencia para el diagnéstico de
neosporosis, particularmente atil en perros, en los cuales un titulo mayor o igual a
1:50 indica exposicién del perro con el agente (McAllister et al., 1998), ademas
muestra baja reaccion cruzada con otros pardsitos del género apicomplexa y puede
cuantificarse titulando los sueros (Khan et al., 2020).

También se ha desarrollado una prueba directa de aglutinacion de Neospora (NAT)
al reemplazar el antigeno de T. gondii de la prueba de aglutinacién modificada con
un antigeno especifico de Neospora (Romand et al., 1998). NAT se ha utilizado para
evaluar la presencia de IgM; sin embargo, el método de deteccion seroldégica mas
extendido y comercialmente utilizado es el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), es util para un gran nimero de muestras con alta especificidad. Se
han establecido varios métodos ELISA, es decir, ELISA indirectos (iELISA) y ELISA
celulares (cELISA) utilizando principalmente lisado de taquizoitos totales o antigenos
nativos purificados para la sensibilizaciéon de la placa de poliestireno. Una desventaja
de utilizar antigenos nativos o totales es la posibilidad de reactividad cruzada con
otros parasitos apicomplexas estrechamente relacionados. Por lo tanto, una amplia
gama de antigenos especificos de Neospora se utilizan actualmente para recubrir
placas ELISA con el fin de establecer la especificidad, también se han establecido
pruebas de avidez basadas en ELISA que usan anticuerpos IgG, IgA e IgE para

estimar el momento de la infeccion (Khan et al., 2020).

5.7.2 Técnicas de diagndstico directo de N. caninum
La Inmunohistoquimica (IHQ), y la deteccion de ADN del parasito mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son las principales técnicas que se

incluyen en el diagnéstico directo. La inmunohistoquimica es una técnica muy
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sensible y ampliamente usada para la deteccién de neospora en tejidos. Las técnicas
de inmunoperoxidasa indirecta del complejo avidina-biotina y peroxidasa-
antiperoxidasa son métodos igualmente sensibles. En ambas, anticuerpos
monoclonales y policlonales especificos han sido utilizados para IHQ, con
anticuerpos policlonales de conejo muestran mas sensibilidad que los anticuerpos
monoclonales. Recientemente, sin embargo, se demostré que una combinacion de
anticuerpos monoclonales NcSRS2 y NcGRA7 mas especifica y tan sensible como
los anticuerpos policlonales, evitando el potencial de reactividad cruzada de
anticuerpos policlonales con T. gondii o parasitos coccidianos relacionados (Khan et
al., 2020).

Los marcadores moleculares mas utilizados en Neospora son la region 18S rRNA e
ITS1 dentro de la subunidad pequefia ARN ribosomal (ssuRNA) y del gen pNc5
(nimero de acceso GenBank, X84238) (Sinnott et al., 2016; Khan et al., 2020). De
este ultimo, los primers Np6/Np21 propuestos por Yamage et al. (1996) han sido los

mas utilizados para la deteccion de ADN de N. caninum por PCR (Dubey et al., 2017)

5.8 Epidemiologia

La prevalencia de anticuerpos anti-N.caninum en perros de diferentes partes del
mundo, se muestran en el cuadro 1, catalogando como tipo de perro, ya sea por
lugar donde vive (urbanos, rurales) o algun fin zootécnico, nUmero de animales
muestreados y el porcentaje de animales positivos, la mayoria de los estudios
utilizaron la prueba de IFI (Dubey y Schares, 2011; Lopes-Sicupira et al., 2012; de
Sousa et al., 2012; Nazir et al., 2014; Macedo et al., 2015; Schile et al., 2015;
Machacova et al., 2016; Robbe et al., 2016; Okumu et al., 2016; Wang et al., 2016;
Lima-Acosta et al., 2016; Hosseininejad et al., 2017; Sloan et al., 2017; Snak et al.,
2018; Brasil et al., 2018; Villagra-Blanco et al., 2018; Dwinata et al., 2018; Coelho et
al., 2018; Souza et al., 2019; Gao et al., 2019; Pinto-Ferreira et al., 2019).
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Cuadro 1. Prevalencia de anticuerpos anti-N. caninum en perros.

Pais Tipo Perro No. % Prueba Titulo Referencia
Muestras  positivos

Argelia
Perrera 261 22.5 IFI NS Ghalmi et al.
Guardia 85 6.6 (2009)
Criadero 184 12
Granja 80 44.4

Brasil

Goias Urbanos 197 32.9 IFI 1:50 Boaventura et

al. (2008)

Mato Grosso Clinicas 60 45.0 IFI 1:50 Benetti et al.
Granja 37 67.6 IFI 1:200 (2008)
lecheras Benetti et al.

(2009)
Minas Gerais Clinicas 228 3.1 IFI 1:50 Guimaraes et al.
(2009)

Para Rurales 72 11.1 IFI 1:50 Valadas et al.
Urbanos- 57 14 (2010)
callejero

Parana Urbanos 181 12.7 IFI 1:50 Fridlund-Plugge
Periurbanos 178 15.7 et al. (2008)
Rurales 197 25.3
Granja 163 11.6 IFI 1:50 Snak et al.

(2018)
Urbanos 649 1.4 IFI 1:50 Pinto-Ferreira et
al. (2019)

Rio Grande do Rurales 230 20.4 IFI 1:50 Cunha Filho et

Sul Urbanos 109 55 al. (2008)

Sao Paulo Urbanos 108 15.7 IFI 1:50 Bresciani et al.

(2007)
Urbanos 963 25.8 IFI 1:50 Moraes et al.
Rurales 16.9 (2008)
Periurbanos 33.3

Bahia Urbanos 156 2.6 IFI 1:50 Lopes-Sicupira
Periurbanos 28 13.1 et al. (2012)
Rurales 41 14.6

Alagoas Rurales 237 4.8 IFI 1:50 de Sousa et al.
Urbanos 3.8 (2012)

Tocantis Rurales 204 31.3 IFI 1:25 Macedo et al.
Urbanos 29.5 (2015)
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Lima-Acosta et
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Brasil et al.
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Souza et al.
(2019)

Salb et al.
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Dubey et al.
(2008)

Haddadzadeh et
al. (2007)
Hosseininejad
et al. (2017)

Cruz-Vazquez
et al. (2008)

Dubey et al.
(2007)

Sanchez et al.,
(2003)

Vega et al.
(2010)

Ptoneczka and
Mazurkiewicz
(2008)

Regidor-Cerrillo
et al. (2010)
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Varias areas Casa 102 2.9 IFI 1:50 Collantes-
Callejeros 94 24.5 Fernandez et al.
Caceria 100 23 (2008)
Granja 100 51
Turquia
Kirikkale Callejeros 121 28.9 IFI 1:16 Yildiz et al.
(2009)
Pakistan
Punjab Granjas 138 36.9 ELISA Nazir et al.
Lecheras (2014)
Mascota sin 294 10.5
signos
nerviosos
Mascota con 76 28.9
signos
nervioss
Callejeros 92 40.2
Albania
Policia 119 12 IFI Schile et al.
(2015)
Italia
Campania Caceria 398 15 IFI 1:50 Machacova et
al. (2016)
Abruzzo Granja 100 32 IFI 1:50 Robbe et al.
Criadero (2016)
Kenia
Distrito Nakuru Granja 84 17.9 ELISA Okumu et al.
(2016)
China
Provincia Henan  Domésticos 1176 15 IFI 1:50 Wang et al.
(2016)
Noreste Rural 476 20 IFI 1:50 Gao et al.
(2019)
Australia
Victoria Domésticos 483 29.8 ELISA 1:50 Sloan et al.
/IFI (2017)
Alemania
Clinica 218 7.33 ELISA Villagra-Blanco
et al. (2018)
Indonesia
Bali Granja 147 3.4 ELISA Dwinata et al.
(2018)
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Reino Unido

Clinica 201 6.96 IFI 1:50 Coelho et al.
(2018)

NS, no se indica
IFI: Técnica de Inmunofluorescencia indirecta
ELISA: Ensayo Inmunoasorbente ligado a enzimas

A pesar que la seroprevalencia a la infeccibn por N. caninum en perros es
relativamente alta como se muestra en el cuadro 1, y Anvari et al. (2020) realizan una
revisibn sistematica y un meta-andlisis para a evaluar la tasa de seroprevalencia
mundial de N. caninum en perros, donde concluyen que los perros son motivo de
preocupacion para los funcionarios de salud publica como fuente de infeccién por N.
caninum, a pesar de ello, existen pocos reportes de eliminacion de ooquistes de N.
caninum en perros con infeccidén natural, la prevalencia de la excrecién en heces de
perros es de 0.03 al 4.9% (Perrucci et al., 2017). Algunos de los trabajos que se han
realizado se muestran en el cuadro 2 (McGarry et al., 2003; Schares et al., 2005;
Palavicini et al., 2007; Paradies et al., 2007; Razmi, 2009; Regidor-Cerrillo et al.,
2010; Mitrea et al., 2013; Asmare et al., 2014; Li et al., 2014; Qian et al., 2016; Sloan
et al., 2017).

Cuadro 2. Prevalencia de ooquistes-like de N. caninum en heces de perro.

Pais No. Origen No. Microscopia  Nc-PCR Referencia
Perros Positiv
0s
Reino Unido 15 Perrera 2 2 1 McGarry et al. (2003)
Alemania 24089 Desconocido 47 47 0 Schares et al. (2005)
Costa Rica 34 Establo 3 0 3 Palavicini et al.
(2007)
Italia 230 Establo 0 0 No se Paradies et al.
realizd (2007)
Irén 174 89 Establo, 4 4 2 Razmi (2009)
85 Casa
Espafia 285 Establo 1 1 No se Regidor-Cerrillo et al.
realizé (2010)
Rumania 386 41 Rural, 19 4 No se Mitrea et al. (2013)
118 Establo, realizd
192 Callejeros 6
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de estudio
Con la finalidad de llevar a efecto el trabajo de campo para la colecta de muestras y
recoleccion de informacion, el proyecto se desarroll6é en dos etapas.

La primera etapa de verific6 en Unidades de Produccion Lechera (UPL) del estado
de Aguascalientes, el cual se encuentra localizado en la region centro-norte de
México, a una altura sobre el nivel del mar entre 1860 y 2010 m, con temperatura
promedio anual de 18°C, con clima semiseco arido y extremoso con régimen de

lluvias en verano.

La segunda etapa se realiz6 en el municipio capital del estado de Aguascalientes,
con apoyo del Centro de Control, Atencion y Bienestar Animal (CCABA),

dependencia del municipio de Aguascalientes.

El trabajo de laboratorio y de gabinete, se realizé en el Instituto Tecnoldgico El Llano
Aguascalientes, localizado en el Km. 18 de la carretera Aguascalientes — San Luis

Potosi, en el municipio de El Llano, Aguascalientes.

6.2 Desarrollo del estudio

6.2.1 Primera etapa.

En esta etapa se desarroll6 el estudio que permiti6 documentar el primer y segundo

objetivo del presente trabajo.

6.2.1.1 Seleccion de los animales
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Se incluyeron en el estudio ocho UPL seleccionadas mediante el método no
probabilistica de conveniencia (Thrusfield, 2018); los criterios de inclusién fueron: a)
gue en la explotacion existieran perros que convivieran estrechamente con el ganado
bovino, y b) que el propietario permitiera el muestreo y accediera a contestar una
encuesta. Una vez que los propietarios accedieron a participar en el estudio se
realiz6 un diagndstico serologico en 10% del ganado lechero presente en cada UPL,
con la finalidad de estimar la prevalencia de anticuerpos anti-N. caninum en la UPL.
Se incluyeron en el estudio 24 perros, correspondiendo a 3 perros en cada una de

las UPL, no importando sexo, edad ni alguna otra caracteristica.

6.2.1.2 Toma de muestras

Sangre de ganado bovino

Al ganado se le colectdé una muestra de sangre por puncion de la vena coccigea con
aguja y tubo vacutainer nuevo sin anticoagulante. Las muestras fueron debidamente
identificadas y trasladadas al laboratorio en condiciones de refrigeracion. En el
laboratorio se obtuvo el suero por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min., y se
coloco en microtubos de 1.5 ml para su almacenamiento a -40°C, hasta su uso en la
prueba de ELISA.

Sangre de los perros

Se asistié a las UPL una vez por mes, a partir del mes de febrero hasta el mes de
julio del 2017, en cada visita se tom6 de cada perro una muestra de sangre por
puncion de la vena cefélica con aguja de 21Gx 2" la cual fue depositada en tubos
vacutainer nuevos, uno sin anticoagulante, para obtener el suero sanguineo, y otro
con anticoagulante (EDTA). Las muestras fueron debidamente identificadas y
trasladadas al laboratorio en condiciones de refrigeracion. En el laboratorio se obtuvo
el suero por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min., y se colocé en microtubos de
1.5 ml para su almacenamiento a -40°C, hasta su uso en la técnica de IFI; la muestra
de sangre periférica también fue almacenada a -40°C, hasta su uso en la prueba de
PCR.
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6.2.1.3 Recopilacion de informacion

Se levanté una cédula censal de todas las UPL para contar con informacién basica
de identificacion de las mismas, asi como de sus practicas de manejo zootécnico
(Anexo 1). Ademas, a cada uno de los perros que se incluyeron en el estudio, se les
elabor6 una cédula de identificacion conteniendo informacién sobre su edad
(evaluada por revisibn de la denticion), sexo, raza, alimentacion, y habitos de
comportamiento, presencia de otras especies de animales domésticos; también se

practico una revision fisica para evaluar el estado de salud de cada sujeto (Anexo 2).

6.2.1.4 Serodiagndstico

Ganado bovino

Las muestras de suero de los bovinos fueron procesadas mediante la prueba
serologica de ELISA indirecta con el paquete comercial Neospora caninum Antibody
Test kit (IDEXX Neospora X2, IDEXX Laboratoaries Inc), con sensibilidad de 98.6% y
especificidad de 98.8% de acuerdo con el fabricante, siguiendo el procedimiento
recomendado por el mismo. La prueba se realizé con una sola dilucién 1:100, que
identifica positivos y negativos a la absorbancia de 450 nm, utilizando el software
CHEKIT-NEO provisto por el mismo fabricante que considero como positivas

aguellas muestras con una absorbancia > 0.5.

Perros

Las muestras de suero de los perros fueron procesadas mediante la prueba
serologica de IFI, para tal fin, se utilizaron laminillas sensibilizadas con taquizoitos de
la cepa Nc-1 (VDRM, Inc., Pullman, Washington), realizando el siguiente protocolo:
los sueros fueron diluidos (1:50) en buffer fosfatos (PBS) pH 7.2 y se utilizd6 un
conjugado anti-lgG de perro marcado con fluoresceina, utilizando controles positivos
y negativos en cada laminilla (VDRM, Inc., Pullman, Washington); se considerd una
muestra como positiva a la dilucion > 1:50 debiendo observarse la fluorescencia

completa en todo el contorno del parasito, posteriormente se titularon las muestras
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positivas hasta la ultima dilucion del suero en la cual se observé fluorescencia; todas
las muestras se trabajaron por duplicado (Dubey et al., 1988; Collantes-Fernandez
et al., 2008).

6.2.1.5 Deteccion de ADN de N. caninum en sangre periférica

Las muestras de sangre con EDTA, fueron procesadas para extraer ADN gendémico
con el paquete comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), y
posteriormente se sometieron a la prueba de PCR siguiendo la metodologia descrita
por Yamage et al. (1996), con los iniciadores Np21/Np6
(5’GTGCGTCCAATCCTGTAAC-3 - 5CAGTCAACCTACGTCTTCT3’) esperando un
amplicon 328 bp. El producto de la PCR, ademés de un marcador de peso molecular
(100 bp DNA Ladder, Invitrogen Inc., Carlsbad, California), un control positivo y otro
negativo (Medina et al., 2006), fue sometido a electroforesis en un gel de agarosa al
2.5% con Bromuro de etidio para observar bandas en un transiluminador UV de 328
pb de la amplificacion de las regiones ITS-1 de N. canimun.

6.2.1.6 Analisis de la informacion

Se calculé la seroprevalencia de anticuerpos anti-N.caninum de manera mensual, asi
como la incidencia de la infeccibn en la poblacion bajo estudio; se registré la
evolucion de los titulos de anticuerpos anti-N. caninum en los perros seropositivos.
Se estimo la prevalencia de la infeccion en cada una de las variables y categorias de
los hipotéticos factores de riesgo considerados en el estudio a partir de la
informacion recabada en la encuesta aplicada a los propietarios de los perros. Para
establecer el riesgo de la infeccion por N. caninum se realizé un andlisis de regresion
logistica (Hosmer et al, 2013) en donde la variable dependiente fue la
seropositividad de N. caninum y las independientes fueron las obtenidas de la
encuesta levantada con los propietarios (Anexo 2): edad (confirmada por revision de
la denticién), género (macho/hembra), raza (pura/mezclada), acceso a placentas y
tejidos fetales, habitos de comportamiento (deambula o no libremente en la UPL), y

la presencia de otras especies de animales domeésticos en la UPL. La seleccion de
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las variables independientes se llevé a cabo por el método backward step by step;
por ello, segun la estadistica en la prueba de Chi?, se excluyeron las variables no
significativas (p<0.05). Los Odds Ratio (OR), se estimaron para las variables
independientes que resultaron estadisticamente significativas en el analisis
multivariado (p<0.05). En andlisis se desarroll6 con el programa Statistics and Data
Science (STATA) v. 10.1 software (StataCorp, 2009).

6.2.2 Segunda etapa.
En esta etapa se desarrolld el estudio que permiti6 documentar el tercer, cuarto y

quinto objetivo del presente trabajo.

6.2.2.1 Seleccién de Animales

Se realizaron las gestiones pertinentes en el CCABA, para que brindaran facilidades
para la toma de muestras de tejido encefélico, sangre y heces de perros destinados
al sacrificio humanitario, de los cuales el CCABA toma muestras para el monitoreo de
la frecuencia del virus de la rabia urbana de forma periddica; de esta manera, se tuvo
acceso a los animales para la toma de muestras sin realizar un manejo exclusivo
para el estudio; sélo se incluyeron en el estudio perros que provinieran de la periferia
de la cuidad capital (dreas suburbanas), o de comunidades rurales dentro del
municipio de Aguascalientes. La busqueda de perros que reunieran estas

caracteristicas se realiz6 durante 6 meses.

6.2.2.2 Toma de muestras

En los perros seleccionados para el estudio, antes del sacrificio, se tomé una
muestra de sangre por puncién de la vena cefalica con aguja de 21Gx %" la cual fue
depositada en tubos vacutainer nuevos, uno sin anticoagulante, para obtener el
suero sanguineo. Las muestras fueron debidamente identificadas y trasladadas al

laboratorio en condiciones de refrigeracién. En el laboratorio se obtuvo el suero por
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centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min., y se coloco en microtubos de 1.5 ml para su
almacenamiento a -40°C, hasta su uso en la técnica de IFI.

Posterior a esta actividad, el personal del CCABA realizé el sacrificio del sujeto de
acuerdo a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014, y
se procedié a la toma de muestra de encéfalo de la siguiente forma: se colocé la
cabeza del individuo en una superficie aséptica y se procedié a retirar la piel del
craneo y cortar los huesos con segueta, el primer corte de hueso fue transversal y
posterior a las cuencas oculares, después se realizaron dos cortes, uno en cada
hueso parietal, tomando como referencia la comisura externa del ojo y la porcién
lateral del agujero magno exactamente encima de los céndilos del occipital, evitando
cortar la masa encefalica; al desprender la béveda craneana quedo6 descubierto el
encéfalo. Se cortaron con tijeras las meninges y se extrajo cuidadosamente la masa
encefalica. Se procedié a tomar la muestra de tejido encefalico (cerebro y cerebelo),
de dimensiones de 1 a 1.5 cm3, colocando una porcién en un envase nuevo que
contenia formalina neutra bufferada al 10%; el volumen debe ser 10 veces el
volumen del tejido para la fijacion por inmersion y conservacion hasta su
procesamiento en el laboratorio (Experimental Phatology Research Laboratory,
2016); otra porcion de dimensiones similares se colocé en una bolsa de plastico
nueva con cierre hermético para trasportarla al laboratorio en condiciones de

refrigeracion para su congelacién a — 40°C hasta su uso.

La toma de muestra de heces se realiz6 directamente del recto de cada uno de los
perros, colocandolas en bolsas de plastico nuevas, se identificaron y se transportaron
al laboratorio a una temperatura de 4°C, en donde se conservaron en refrigeracion

hasta procesarse (no mas de 24 h posteriores a la toma).

De cada uno de estos perros se registraron datos de identificacion, tales como, raza
o biotipo, edad (verificada por revisibn de la denticién), sexo, procedencia

(localidad/colonia), y motivo de ingreso al CCABA (Anexo 3).

25



6.2.2.3 Deteccion de ADN de N. caninum en tejido

Para esta actividad, la extraccibn de ADN se realizd utilizando el kit comercial
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), una vez obtenido el ADN se
sometid a la prueba de PCR siguiendo la metodologia descrita por Yamage et al.
(1996) con los iniciadores Np2l/Np6 (5’GTGCGTCCAATCCTGTAAC-3' -
5'CAGTCAACCTACGTCTTCT3’) esperando un amplicon 328 bp. El producto de la
PCR, ademas de un marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen
Inc., Carlsbad, California), un control positivo y otro negativo (Medina et al., 2006),
fue sometido a electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% con Bromuro de etidio
para observar bandas en un transiluminador UV de 328 pb de la amplificacién de las
regiones ITS-1 de N. canimun.

6.2.2.4 Deteccion de lesiones y/o quistes de N. caninum en tejido

El tejido conservado en formalina neutra al 10% por 48 h, se proces6 para
Histopatologia convencional embebiéndolo en parafina; se cortaron cinco secciones
de 3 um cada una, separadas por 50 um entre cada uno. Los cortes histologicos
fueron tefiidos con Hematoxilina — Eosina (HE), y fueron analizados bajo el
microscopio a 40 y 100x para observar lesiones sugestivas y/o quistes del parasito
(Morales et al., 2001; Pescador et al., 2007).

6.2.2.5 Deteccion de anticuerpos anti-N. caninum

Las muestras de suero de los perros fueron procesadas mediante la prueba
serolégica de IFI, para tal fin, se utilizaron laminillas sensibilizadas con taquizoitos de
la cepa Nc-1 (VDRM, Inc., Pullman, Washington), realizando el siguiente protocolo:
los sueros fueron diluidos (1:50) en buffer fosfatos (PBS) pH 7.2 y se utiliz6 un
conjugado anti-lgG de perro marcado con fluoresceina, utilizando controles positivos
y negativos en cada laminilla (VDRM, Inc., Pullman, Washington); se considero una
muestra como positiva a la dilucion > 1:50 debiendo observarse la fluorescencia
completa en todo el contorno del parasito; todas las muestras se trabajaron por
duplicado (Dubey et al., 1988; Collantes-Fernandez et al., 2008).
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6.2.2.6 Coprologia y deteccion de ADN de N. caninum en heces

Las muestras de heces se procesaron mediante un examen coproparasitoscopico
(CPS) utilizando la técnica de Flotacién con Solucién Salina Saturada (Thienpont et
al., 1979; Hendrix, 2006). El material que flot6 fue transferido con una pipeta / gotero
a un portaobjetos y cubierto con un cubreobjetos; se observo al microscopio con los
objetivos 10 y 40X, para detectar ooquistes entre los 11 a 14 um, que de acuerdo a la
literatura pueden ser considerados como ooquistes-like de N. caninum (Dubey et al.,
2017).

Posteriormente, las muestras se procesaron para extraer ADN mediante el paquete
comercial QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), finalmente se
sometieron a la prueba de PCR siguiendo la metodologia descrita por Yamage et al.
(1996) con los iniciadores Np2l/Np6 (5’GTGCGTCCAATCCTGTAAC-3' -
5CAGTCAACCTACGTCTTCT3’) esperando un amplicon 328 bp. El producto de la
PCR, ademas de un marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen
Inc., Carlsbad, California), un control positivo y otro negativo (Medina et al., 2006),
fue sometido a electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% con Bromuro de etidio
para observar bandas en un transiluminador UV de 328 pb de la amplificacion de las

regiones ITS-1 de N. canimun.

6.2.2.7 Andlisis de la informacion

La informacion generada en este trabajo, se manejé de la siguiente forma: En el caso
de la deteccion de lesiones sugestivas en tejido encefélico, se reportaron los
hallazgos obtenidos. En cuanto a la deteccion de anticuerpos anti-N. caninum, se
calculo la seroprevalencia y se describieron los atributos de la poblacion. Finalmente,
los resultados obtenidos en el examen coproparasitoscopico se analizaron para
calcular la frecuencia de ooquistes—like de N. caninum, asi como la frecuencia de la

deteccion de ADN de N. caninum en muestras fecales.

6.2.2.8. Coyote (Canis latrans)
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En el transcurso de esta etapa, fue posible recuperar el cadaver de un Coyote (Canis
latrans), que aparentemente habia muerto por atropellamiento en las cercanias del
ITEL. Al cadaver se le realiz6 de inmediato la necropsia, tomando una muestra de
sangre por punciéon cardiaca que fue colocada en un tubo vacutainer nuevo con
anticoagulante (EDTA), y otra parte en un tubo sin anticoagulante. Ademas, se
tomaron muestras de cerebro, cerebelo, corazén e higado, y por dltimo se tomé una

muestra de heces.
Estas muestras fueron conservadas y procesadas de la misma forma en que se

realizé con las muestras de los perros incluidos en esta etapa del trabajo, es decir, se

trabajaron para su examen seroldgico, coprolégico y molecular.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Primera etapa: Seroprevalencia e Incidencia de anticuerpos anti-N.
caninum, deteccion de ADN del parasito en sangre periférica y factores de

riesgo a lainfeccion.

La prevalencia de anticuerpos anti-N. caninum en el primer muestreo fue de 54%
(13/24; 95% 1.C. 33-73) y en el ultimo de 62% (15/24; 95% |.C. 40-80); la incidencia
de la infeccion por N. caninum fue de 8.69% con dos nuevos casos positivos. En uno
de las ocho UPL los perros fueron negativos a la presencia de anticuerpos anti-N.
caninum, en el resto de las UPL la seroprevalencia en la poblacién de perros se
encontré entre 66% y 100% (Cuadro 3). Los titulos de anticuerpos fueron de 1:50
hasta 1:800, un perro registré titulos de anticuerpos de 1:800 en los seis muestreos,
8 alcanzaron titulos entre 1:100 y 1:200; en los nuevos casos, los titulos fueron entre
1:50y 1:100 (Cuadro 3).

Todos los perros permanecieron clinicamente sanos durante el periodo de estudio.
La prevalencia para cada categoria de las diferentes variables consideradas en la
encuesta aplicada a los propietarios se muestra en el cuadro 4.

La edad, perros > 6 afios se identific6 como factor de riesgo a la infecciéon por N.
caninum (OR=36; 95% IC 1.77-731.56, p< 0.020), en ninguna otra variable fue

posible identificar una asociacion estadisticamente significativa.

En ninguno de los seis muestreos practicados a los perros fue posible detectar la

presencia de ADN del parasito en sangre.
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Cuadro 3. Prevalencia y titulos de anticuerpos anti-N.caninum en la poblacion
bajo estudio.

Establo Perro Muestreo
1 2 3 4 5 6
1 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50
1 2 1:100 1:100 1:200 1:200 1:200 1:200
3 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
1 1:200 1:200 1:200 1:200 1:400 1:400
2 2 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
3 -* 1:50 1:100 1:100 1:100 1:100
1 1:100 1:400 1:200 1:200 1:100 1:100
3 2 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
3 - - - - - -
1 1:800 1:800 1:800 1:400 1:400 1:800
4 2 1:100 1:100 1:200 1:200 1:200 1:400
3 - - - - - -
5 1 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
2 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50
3 - - - - - -
1 - - 1:100 1:100 1:100 1:50
6 2 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50
3 - - - - - -
1 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400
7 2 - - - - - -
3 - - - - - -
1 - - - - - -
8 2 - - - - - -
3 - - - - - -
Prevalencia % 54 58 62 62 62 62
-* negativo
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Cuadro 4. Seroprevalencia de la infeccion por N. caninum para las diferentes

categorias en cada variable bajo estudio.

Variable Categoria n Positivo Prevalencia Intervalo de
N. caninum (%) confianza
(95%)
Edad <2 afos 5 1 20 1-70
2-6 afos 9 5 55 22-84
>6 afios 10 9 90 54-99
Sexo hembra 9 5 55 22-84
macho 15 10 66 38-87
Raza raza pura 7 5 71 30-94
mestizo 17 10 59 33-80
Acceso a Si 15 15 100 74-100
placentas, fetos no 9 0 0 0-37
Deambulan Si 19 15 79 54-93
libremente no 5 0 0
Presencia de Si 12 9 75 42-93
otra especies no 12 6 50 22-77

animales en la
UPL

La prevalencia general de anticuerpos anti-N. caninum en el ganado lechero fue de
54.8% (51/93; IC 95% 44-65), con un rango entre unidades de produccién de 22-

100%; en todas las unidades se identificaron vacas seropositivas.

La neosporosis bovina es endémica en el estado de Aguascalientes, en donde la

seroprevalencia se encuentra en un rango de 30 a 69% (Gutiérrez et al., 2007,

Medina-Esparza et al., 2018), mientras que en perros de establo es de 40% (Cruz-

Vazquez et al., 2008). En el presente estudio, la seroprevalencia en los perros fue de
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54%, lo que indica una amplia presencia del parasito y que es correspondiente a la
seroprevalencia en el ganado bovino de los ranchos donde habitan los perros
(54.8%), y de la regidon. En Brasil, la seroprevalencia en perros de establo se ha
reportado entre 21.6 y 67.6% (Souza et al., 2002; Benetti et al., 2009), mientras que,
en Espafia, se encuentra entre 47.5 y 51% (Collantes-Fernandez et al., 2008;
Regidor-Cerrillo et al., 2010).

En cuanto a la incidencia, ésta fue de 8.69%, y los titulos de los animales
seropositivos fue estable en el 69% de los casos, mientras que en el 23% tuvo una
tendencia al alza, de 1:100 a 1:400, y en un caso hubo titulos fluctuantes (8%);
solamente una perra de 10 afios de edad presentd un titulo de 1:800. En otros
estudios se ha observado que los titulos de anticuerpos no sobrepasan 1:800 en
perros con infeccion subclinica (Souza et al., 2002; Vaclavek et al.,, 2007); sin
embargo, recientemente se han reportado casos de perros que con ese titulo
presentan manifestaciones clinicas (Didiano et al., 2020). En el transcurso del
seguimiento seroldgico se identificaron dos casos nuevos, el primero fue el de un
perro de 2.5 afios de edad que se identifico en el segundo mes de seguimiento con
titulo de 1:50, que incrementd el titulo a 1:100 en los siguientes meses (3° a 6°); el
segundo caso fue un perro de 3 afios de edad que habia sido recientemente
introducido en la UPL y que fue identificado como positivo en el 3er mes de
seguimiento con un titulo de 1:100 que se mantuvo por dos meses y descendi6 a
1:50 en la ultima muestra, estos hechos sugieren que los perros estan expuestos al
parasito adquiriendo una nueva infeccién o re-infectdndose. Dubey y Shares (2011),
mencionan que la principal ruta de infeccion en los perros es a través de
carnivorismo, y experimentalmente se ha demostrado que el consumo de tejidos con
quistes promueve la aparicibn de anticuerpos detectables (Cedillo et al., 2008;
Bandini et al., 2011). Esta situacién sugiere que N. caninum mantiene su ciclo vital
utilizando al perro para promover la transmision al ganado, asi como a otros

huéspedes intermediarios. EI consumo de animales silvestres infectados con el
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parasito, como por ejemplo ratones, ardillas y ratas pueden también contribuir al

mantenimiento de la infeccion en el huésped definitivo (Medina-Esparza et al., 2013).

Por otra parte, no fue posible detectar la presencia de ADN de N. caninum en las
muestras de sangre periférica posiblemente porque los animales no se encontraban
en una fase aguda de la infeccion; si se encontraban con una infeccién latente, la
literatura menciona que la frecuencia de ruptura de quistes tisulares es desconocida
(Dubey et al., 2017), sin embargo, encontrar ADN en sangre es dificil. King et al.
(2010) realizaron infecciones experimentales en cachorros de Dingo Australiano,
detectando ADN del parasito durante la fase aguda de la infeccibn en 1 de 3
animales que inicialmente era seronegativo; el mismo autor también detecté ADN en
sangre en 3 de 374 perros originarios de comunidades nativas y perros salvajes de
Australia, pero solo le fue posible detectar ADN y anticuerpos simultdneamente en un
perro de éstos (King et al., 2012).

En la poblacion bajo estudio en el presente trabajo, la edad (> 6 afios) fue
identificada como factor de riesgo para contraer la infeccion por N. caninum. En la
literatura se ha reportado que la seroprevalencia se incrementa con la edad,
posiblemente debido a que se tienen varios contactos con el agente a lo largo del
tiempo (Souza et al., 2002; Cruz-Vazquez et al., 2008; Wang et al., 2016; Sloan et
al., 2017). Otros posibles factores de riesgo considerados en el estudio no resultaron
estadisticamente significativos, sin embargo, ello no limita que sean factores que
puedan favorecer la transmision, como por ejemplo el acceso a placentas y tejidos
fetales y la presencia de otras especies de animales en la UPL (Dubey et al., 2017).

Estos resultados muestran que la infeccién por N. caninum se encuentra activa en
las diferentes UPL de Aguascalientes y que el parasito esta en capacidad de infectar
y re-infectar a los perros mediante el mecanismo de transmision horizontal, lo cual

seguramente ayuda a mantener el ciclo de vida del parasito en el ambiente.
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7.2 Segunda etapa: Deteccion de lesiones y/o quistes, asi como de ADN de N.

caninum en tejidos; examen coproldégico y ADN del parasito en heces.

Se obtuvieron muestras de 24 perros, en todos los casos, el motivo de ingreso al
CCABA fue registrado administrativamente como de perros despreciados, esto es,
ingresan al CCABA por entrega voluntaria del propietario, quien se deshace de los
perros por motivos no manifestados; nueve perros provenian de areas suburbanas
(Pocitos, Los Cafios, San José de la Ordefia, Granjas Fatima) y 15 de comunidades
rurales (San Antonio de Pefuelas, Cafada Honda, Bajio de SJ, Tanque de los
Jiménez, Refugio de Pefiuelas).

Se realizé la técnica de PCR por duplicado en las muestras de cerebro y cerebelo de
cada uno de los individuos incluidos en el estudio, sin embargo, en ninguna de las
muestras amplifico el fragmento deseado; en la figura 2, como ejemplo, se muestra
un gel de agarosa al 2.5% con la resolucién de algunas muestras clinicas, en donde
solo se puede observar la banda de amplificacion del control positivo (328 pb), y el

marcador de peso molecular; las muestras fueron negativas.
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Figura 2. Gel de agarosa al 2.5% con los productos de amplificacion de la PCR
con los iniciadores Np21/Np6 para N. caninum. En la linea 1, marcador de peso
molecular de 100 pb; linea 2, control positivo (328 pb); linea 3, control negativo;
linea 4-10 muestras de cerebro de perro.

El estudio de los cortes histologicos de las diferentes muestras tefiidas con HE, no
revelaron ninguna lesién sugestiva a una infeccién causada por N. caninum, asi
como tampoco la presencia de alguna estructura sugestiva a un quiste de taquizoitos
o bradizoitos. En las figuras 3-4 se muestran cortes histolégicos obtenidos de los

perros bajo estudio.
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Figura 3. Corte histologico de médula (sustancia blanca) de cerebro de perro
(HE), sin anormalidades. La microfotografia muestra pequefios nucleos
redondeados (cg) pertenecen a las células de la glia, el neurdpilo (np) es
esencialmente un conjunto de fibras nerviosas y células gliales.

Figura 4. Corte histolégico de la corteza de cerebelo de perro (HE), sin
anormalidades. En limite entre las capas celulares molecular (cm) y granulosa
(cg) se encuentran los somas muy grandes de las células de Purkinje (pkj) que
tienen forma de matraz. Estas células son caracteristicas del cerebelo.
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La seroprevalencia general de anticuerpos anti-N.caninum en los perros incluidos en
el estudio fue de 54% (13/24; 95% |.C. 35-72), en los machos fue de 46% (6/13; 95%
I.C. 23-70), mientras que en las hembras de 53% (7/13; 95% I.C. 29-76). La
seroprevalencia en perros menores de dos afios fue de 7% (1/13), entre 2 y 6 afios
61% (8/13) y en perros mayores de 6 afios 30% (4/13).

En cuanto al resultado de examen coproldgico, la frecuencia en la deteccion de
ooquistes-like de N. caninum fue en solo 2 muestras (Figura 5), y se contabilizaron
de 2-4 ooquistes-like por campo, obteniendo una frecuencia de 8% (2/24; 95% I.C. 2-
25); cabe sefialar que estos dos casos fueron seropositivos; mientras que en la

técnica de PCR ninguna de las muestras de heces amplificé el fragmento deseado.

Figura 5. Ooquiste-like de N. caninum en flotacién con solucion salina saturada
(100x).

Los resultados obtenidos en los 24 perros en las diferentes muestras analizadas por

diferentes técnicas, se muestran en el cuadro 5, ademas de sus caracteristicas y

lugar de procedencia.
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Cuadro 5. Resultados de los diferentes estudios diagnosticos en la muestra de perros incluidos en la

segunda etapa del estudio.

# Perro Heces Suero Cerebro Cerebelo Quistes
cerebro
Sexo Edad Raza Procedencia CPS PCR IFI PCR PCR HP
1 M 5meses Pastor San Antonio de Pefiuelas - - - - - -
2 H 5meses Pastor San Antonio de Pefiuelas - - - - - -
3 M 4 afios Pastor  San Antonio de Pefiuelas - - - - - -
4 M 8 afos Rottwei La Loma - - + - - -
5 H llafios  Rottwei Granjas Fatima - - + - - -
6 H 4 afios Galgo Cafiada Honda - - + - - -
7 M 2 afios Sn Ber Bajio de SJ - - + - - -
8 M 3 afios Pastor Bajio de SJ - - - - - -
9 H 3 meses  Pastor Calvillito - - - - - -
10 H 2 aflos  Mestizo Pocitos - - + - - -
11 M 2 aflos  Mestizo Tanque de Jiménez - - + - - -
12 H 2 afios  Mestizo Pocitos Ooquiste-like - + - - -
N. caninum
13 M 12 afios  Mestizo Pocitos - - - - - -
14 M 2 afios Pastor Pocitos - - + - - -
15 H 3afios  Mestizo El Moquete - - - - - -
16 H 6 afios  Mestizo El Moquete - - - - - -
17 H 6 aflos  Mestizo La Luz Ooquiste-like - + - - R
N. caninum
18 M 7 meses  Pastor Refugio de Pefiuelas - - + - - -
19 H 7 afios  Mestizo Sn José Ordefia - - + - - -
20 H 2 afios Pastor Sn José Ordefia - - + - - -
21 M 12 afios Pastor Los Cafios - - - - - -
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22 H 2 afios
23 H 4 anos
24 M 2 afios

Mestiza
Pastor
Pastor

Los Carios
El Encanto
Amarillas

+ positivo
-negativo

M = Macho
H = Hembra
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Los resultados obtenidos en el Coyote (Canis latrans), indicaron que la muerte del
mismo habia sucedido aproximadamente 30 min antes de practicar el procedimiento
y por los hallazgos encontrados en la necropsia se confirmé que la causa de muerte
fue luxacion cervical con listesis de C3 sobre C4 con seccion medular completa a
causa de impacto por vehiculo automotor. El examen exterior permitié detectar la
presencia de pulgas, que fueron identificadas como Ctenocephalides spp., la
inspeccion del tracto gastrointestinal permiti6 observar que la cavidad gastrica se
encontraba semi-vacia con la presencia de un ejemplar completo de Rattus

norvergicus, en intestino delgado se encontraron ejemplares adultos de Ancylostoma

Spp.

El estudio molecular desarrollado en las muestras de los diferentes tejidos, sangre y
heces, dio resultados negativos, ninguna de las muestras amplificé el fragmento

deseado; en la figura 6, se muestran estos resultados.

C H Cz Sg Hc

Figura 6. Gel de agarosa al 2.5% con los productos de amplificacion de la PCR
con los iniciadores Np21/Np6 para N. caninum en las muestras del coyote
(Canis latrans). En la linea 1, marcador de peso molecular de 100 pb; linea 2,
control positivo (328 pb); linea 3, control negativo; linea 4, muestra de cerebro;
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linea 5 muestra de higado; linea 6, muestra de corazon; linea 7, muestra de
sangre y linea 8, muestra de heces.

El estudio histopatologico mostrd areas de gliosis e infiltracion de células linfocitarias
en cerebro (figura 7), sin mostrar ninguna otra anormalidad aparente. En higado y

corazon no se observaron cambios histopatolégicos.

Figura 7. Corte histolégico de cerebro de coyote (Canis latrans) HE. La
fotomicrografia muestra un area de gliosis (flecha) y la presencia de algunas
células linfocitarias.

La muestra de suero resulté positiva a la dilucion 1:50. Por dltimo el examen
coproparasitoscoépico, reveld la presencia de ooquistes de Sarcocystis spp., y huevos
de Ancylostoma spp.; no se detectaron ooquiste-like de N. caninum (Figura 8).
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Figura 8. Resultados del examen coproparasitoscopico del Coyote (Canis
latrans); izquierda, ooquiste de Sarcocystis (100x); derecha, huevo de
Ancylostoma (40x).

Los perros juegan un rol importante como hospedero definitivo y eventualmente
intermediario en el ciclo de N. caninum, siendo elemento clave en la epidemiologia
de la enfermedad. En esta segunda etapa del estudio, se identificO una
seroprevalencia de 54%, hecho interesante, pues este valor fue similar al identificado
en la primera etapa del estudio donde se incluyeron solo perros asociados a las UPL.
De los 24 perros incluidos en el estudio, 15 provenian de comunidades rurales del
municipio de Aguascalientes, y 9 de areas suburbanas, es decir, de colonias 0
asentamientos humanos de la periferia de la mancha urbana de la ciudad de
Aguascalientes. Desafortunadamente, debido a que los perros eran entregados al
CCABA por sus propietarios, no se tiene evidencia acerca de las condiciones de
manejo, alimentacion y alojamiento de los mismos. Sin embargo, con el solo dato de
su procedencia, se puede intuir que los de areas rurales se manejaban con mas
libertad y con una dieta mas amplia, es decir, probablemente tenian mas oportunidad
de deambular fuera del predio doméstico e ingerir diversos alimentos e incluso hacer
caceria de pequefios roedores o0 pajaros. Esto ayudaria a explicar la elevada
seroprevalencia observada en esta etapa del estudio, es decir, las condiciones antes
mencionadas ayudarian a que el parasito tuviera la oportunidad de infectar a los
perros, los cuales en su mayoria eran adultos. En la literatura se menciona que la
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seroprevalencia es muy diferente entre las poblaciones de perros, sin embargo,
generalmente es mayor en perros de areas rurales y asociados a establos lecheros,
que los de &reas urbanas o perros de compafilia o0 mascotas (Dubey et al., 2007,
2011, 2017); en perros de areas suburbanas en San Pablo, Brasil se ha encontrado
33% de seroprevalencia (Moraes et al., 2008), mientras que en Bahia, Brasil 13%
(Lopes-Sicupira et al., 2012). En México, en perros de area urbana se ha reportado
20% mientras que en perros de establo 51 y 40.7% (Séanchez et al., 2003; Cruz-
Véazquez et al., 2008), y en perros mascota 2% (Dubey et al., 2007b).

El género de los perros no ha sido asociado como factor de riesgo/proteccion o
predisponerte a la infeccion por N. caninum (Cerqueira-Cézar et al., 2017; Dubey et
al., 2017), de tal forma que los resultados observados en el presente estudio, en
donde las hembras tuvieron mayor seroprevalencia que los machos, se considera
fortuito. Sin embargo, la edad si ha sido identificada como un factor de riesgo a la
infeccion, perros de mayor edad tiene generalmente mayores oportunidades de tener
contacto con el parasito a través de su vida y por ello este grupo etario muestra
mayor seroprevalencia, como sucedi6 en el presente estudio (Cerqueira-Cézar et al.,
2017; Dubey et al., 2017).

A pesar de que la seroprevalencia reportada en perros a nivel global es considerada
alta, los estudios realizados sobre la prevalencia en la excrecién de ooquistes de N.
caninum en perros con infecciébn natural es baja (Dubey et al.,, 2007; Dubey y
Schares, 2011). Se han estudiado perros de establo en los cuales no fue posible
detectar ooquistes de N. caninum en heces (Paradies et al. 2007), aunque la
prevalencia de ooquistes-like de N. caninum en perros de éareas rurales y que
conviven con ganado, varia entre 5.1% (Mitrea et al., 2013) y 2.6% (Qian et al.,

2016), siendo mayor la identificada en el presente estudio (8%).

Los ooquistes de N. caninum son de tamafio muy parecido a los de otros

protozoarios coccideos, principalmente a Hammondia heydorni, de tal forma que la
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Unica forma de confirmar su presencia en heces es mediante una prueba de PCR
(Dubey et al., 2017). En el presente estudio, para la deteccion de ADN en heces se
usaron iniciadores especificos, pero en todas las muestras procesadas no fue posible
amplificar el fragmento deseado; resultados similares reportaron Regidor-Cerrillo et
al. (2010), donde se observaron ooquistes-like de N. caninum, pero el nimero de
ooquistes fue muy bajo (5 ooquistes por 1-2 gramo de heces), por lo que no pudo ser
confirmado por PCR, caso similar al observado en nuestro estudio, donde la cantidad
de ooquistes-like de N. caninum fue muy baja y eso no permiti6 su diagndstico
molecular. Qian et al. (2016), reportan dos muestras de heces positivas a ooquistes-
like de N. caninum y siete por PCR de 78 muestras analizadas, interesante, que solo
una de ellas resulté positiva tanto por microscopia como por PCR, estos resultados
confirman la presencia de ADN del parasito en las heces, sin embargo la eliminacion
de ooquistes en las heces es de forma irregular en el huésped definitivo (Dubey y
Schares, 2011), por lo tanto la deteccion directa de ooquistes en muestras de perros
clinicamente sanos se dificulta y el nimero de ooquistes encontrados en perros con
infeccion natural es muy bajo, por lo que algunas veces es indetectable por PCR

(Regidor-Cerrillo et al. 2010) o por microscopia (Paradies et al. 2007).

El analisis de los cortes histologicos revel6 que en ninguno de los 24 perros fue
posible encontrar lesiones microscopicas sugestivas a la presencia de N. caninum,
asi como tampoco de quistes; las pruebas de PCR practicadas en los mismos tejidos
de estos perros también resultaron negativas. En la literatura se menciona que N.
caninum tiene preferencia por invadir células del tejido nervioso, cerebro y cerebelo,
principalmente (Dubey et al., 2006; Dubey et al., 2017). Recientemente, se han
reportado casos con signos clinicos en perros adultos, en donde los animales son
seropositivos (titulo 1:800), positivos mediante PCR en liquido cerebro-espinal y con
lesiones sugestivas detectadas mediante resonancia magnética, pero sin realizar
examen de heces en la busqueda de ooquistes del parasito; en el estudio se atribuye
gue se trata de casos de infeccidén cronica o latente asociada al consumo de carne
cruda (Didiano et al., 2020).
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En el presente estudio, se identificaron perros seropositivos, negativos a presencia
de ooquistes del parasito en heces, negativos a la prueba de PCR y sin lesiones
microscopicas en el tejido blanco de la infeccidn. La presencia de anticuerpos indica
gue los perros se encuentran en un medio ambiente que facilita el contacto con el
parasito, inicialmente infectandose a través de la ingestion de carne cruda, tejidos
fetales o desechos placentarios provenientes de ganado infectado o de algun otro
huésped intermediario con los que pueden tener contacto y eventualmente
consumirlos, tales como pajaros y pequefios roedores, es decir, mediante
carnivorismo que es el medio que se reconoce como la principal fuente de infeccion
horizontal en los caninos, lo que promoveria inicialmente una respuesta inmune
detectable en suero ya sea como primo-infeccion o en re-infecciones (Dubey et al.,
2017). Por otra parte, la infeccion horizontal a través de la ingestion de ooquistes ha
sido demostrada a nivel experimental, lo que significa que el perro puede actuar
como huésped intermediario, éstos perros fueron inoculados con una dosis de 104
ooquistes por via oral y 30 dias post-infecciébn mostraron titulos de 1:1,600 pero no
excretaron ooquistes en heces y tampoco mostraron signos clinicos, a la necropsia
fueron negativos a la prueba de PCR, Inmunohistoquimica y tampoco prosperé el
bioensayo en cuyos (Bandini et al., 2011); estas evidencias hacen pensar que este
mecanismo de transmisién es poco frecuente en los perros bajo condiciones de
infeccion natural (Dubey y Schares, 2011), aunque también esta documentado que
bajo condiciones experimentales los perros pueden excretar ooquistes en heces
hasta por seis meses de forma intermitente, incluso perros seronegativos (Lindsay,
1999; Rodrigues et al., 2004).

De acuerdo a estos hechos y ante la falta de evidencia de la presencia de quistes o
ADN del paréasito en tejidos, resulta dificil inferir el origen de la infeccion en los
perros. Sin embargo, tomando en cuenta la edad de los perros incluidos en el
estudio, sus habitos alimenticios y de comportamiento, es probable que, como
sucede en el ganado bovino, los perros a lo largo de su vida hayan tenido tanto

infecciones horizontales por carnivorismo como por ingestion de ooquistes, lo que de
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cualquier forma induce a la produccion de anticuerpos; la ausencia de lesiones
sugestivas, quistes o ADN en los tejidos es dificil de explicar, sin embargo, cabe la
posibilidad de que los perros seropositivos presentaran una infeccion subclinica, o
bien, que se pueda pensar en una infeccién horizontal por ingestion de ooquistes,
pues las evidencias son similares a las documentadas por Bandini et al. (2011); de

cualquier forma, los resultados no demuestran la presencia de una infeccion crénica.

El coyote (C. latrans) es considerado de importancia epidemiolégica en Norte
América a pesar de los pocos reportes de la seroprevalencia de anticuerpos anti-
N.caninum (Dubey et al., 2017). Lindsay et al. (1996), Gondim et al. (2004b) y Bevins
et al. (2013), en los Estados Unidos, reportan seroprevalencia de 11, 12 y 18%,
respectivamente, mientras que en Canada el 3.3% (Wapenaar et al., 2007) y Alaska
16.7% (Stieve et al., 2010); todos estos reportes coinciden en que los coyotes
probablemente estan expuestos a la infeccion por N. caninum través de multiples
vias, incluida la contaminacion ambiental con ooquistes y la ingestiébn de presas
silvestres infectadas, por lo tanto, el espécimen obtenido en este estudio quiza
desarrollo anticuerpos de la misma manera al ser seropositivo a N. caninum, lo que
sugiere que en la region estos animales pueden jugar un papel epidemioldgico en los
mecanismos de mantenimiento y transmision del parasito. Por otra parte, los estudios
realizados en heces son alin mas escasos en coyotes que en perros. Moreno-Torres
et al. (2018) detectan ADN de protozoarios de la clase de las coccidias en 51 caninos
salvajes incluyendo al coyote, no obstante, ninguna fue positiva a N. caninum. A su
vez, Klein et al. (2019), reportan en 10 de 100 muestras de heces de coyote positivas
por PCR, pero sin observar ooquistes por microscopia, situacioén similar reportada por
Li et al. (2014) en perros; en el presente estudio no fue posible detectar al parasito en

heces.
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8. CONCLUSIONES

1. La infeccion natural por N. caninum se encuentra presente en las poblaciones
estudiadas mostrando una elevada seroprevalencia de anticuerpos especificos, lo
gue representa una evidencia de que los perros pueden infectarse y reinfectarse a

través de la ruta de transmisién horizontal.

2. Los titulos de anticuerpos anti-N. caninum identificados en los caninos que
conviven con el ganado lechero, asi como la incidencia identificada, demuestran que
en ese ambiente los perros se infectan y reinfectan continuamente. Los titulos

detectados no se asociaron con cuadros clinicos.

3. La edad (>6 afos), fue identificado como factor de riesgo a la infeccidén natural por
N. caninum, lo que indica que los perros adultos pueden tener mas oportunidades de

infectarse y reinfectarse con el parasito.

4. La seroprevalencia identificada en las poblaciones de ambientes rurales y
suburbanos, es un hallazgo que confirma de que los perros estan expuestos

continuamente al parasito.

5. No se encontrd evidencia de infeccion natural con excrecion de ooquistes en

heces, asi como tampoco la presencia de infeccion natural crénica.
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Anexo 1

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia en Procesos Agropecuarios
Proyecto Neosporosis en perros

SAPIENTIA NOSTRA

=
e
&
&
H
@
)
=
E

Cédula de Identificaciéon

Unidad de Produccion Lechera

Nombre UPL No. identificacion
Propietario Ubicacién

Funcion zootécnica Medicina preventiva

() produccion lechera () vacunas

() mixta

() desparasitaciones

NUumero de animales Enfermedades mas comunes
Produccion
Presencia de otras especies animales Problemas reproductivos / abortos

productivas en la UPL

¢ Tienen perros? Comentarios
¢, Cuantos?
Otros animales
( ) gatos

() otros

Los perros tienen acceso a comida o agua
(ambos) destinado para consumo del ganado
( )si

( )no

Los perros tienen acceso a las placentas / fetos
abortados (ambos)

( )si

( )no
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Anexo 2

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia en Procesos Agropecuarios

Proyecto Neosporosis en perros

Cédula de Identificacion perro

Nombre No. Identificacién
Sexo Edad Raza

() Hembra

() Macho

Funcion zootécnica Medicina preventiva

() guardia / proteccion () vacunas

() compafia
() ninguna
( ) solollego y ahi esta

() desparasitaciones

Examen clinico

() presencia de ectoparasitos
() enfermedad crénica

() clinicamente sano

( )otro

Comentarios

Domicializacion

() vive en el rancho (no sale)

() libre acceso (entra y sale de rancho)
() solo va al rancho a comer pero no vive

Alimentacion

) alimento comercial

) residuos de comida casera

) residuos de tejidos placentarios / abortos
) leche

) caceria (conejos, pajaros)

) otro

AN AN AN AN AN N

Habitos

() convive con el ganado

() entray sale de los corrales
() acceso a los comederos y
bebederos de los corrales

() acceso areas de almacén de
alimentos

() convive con otros animales
dentro del rancho (perros, gatos)
() defeca dentro de corrales,
comederos

() Caza ratas/ratones

Observaciones
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Anexo 3

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia en Procesos Agropecuarios
Proyecto Neosporosis en perros

=
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=
g
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Cédula de Identificacion perro / necropsia CCABA

No. Identificacion Fecha
Sexo Edad Raza
() Hembra
() Macho
Procedencia Comentarios / motivo de ingreso
Muestras Observaciones
() cerebro
( ) sangre
() heces
( )otro
Prueba Fecha realizaciéon Resultado

PCR cerebro

Histologia

IFI

Coprologia

PCR heces

Observaciones
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KEY WORDS  ABSTRACT

Neospora caninum  The purpose of this study was to describe the prevalence and incidence of Neospora caninum
Dogs infection in dogs that are in close contact with dairy cattle and to identify possible risk factors

Prevalence associated with the infection in this population. Twenty-four dogs located in 8 different dairy farms
Incidence  of Aguascalientes, Mexico, were evaluated for a 6-mo period. Once a month a sample of serum and a

Risk factors sample of peripheral blood was collected. The serum was used to detect antibodies against N.
Mexico  caninum by means of the indirect immunofluorescence technique, and the blood was used to detect

64

g VAT

J80L 4R



