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RESUMEN

Neospora caninum es un protozoo parasito del grupo de los Apicomplexa descrito como
agente productor de aborto y mortalidad neonatal en el ganado bovino. En el ciclo biologico
del parasito, el perro actia como hospedador definitivo y los bovinos como hospedadores
intermediarios. En relacion a la infeccion por N. caninum en el perro, se ha sugerido que los
perros vagabundos y de granjas podrian tener un papel importante en la epidemiologia de la
neosporosis bovina. En este estudio se analizaron muestras de suero y heces de estas dos
poblaciones de riesgo para la deteccion de anticuerpos frente a N. caninum asi como de
ooquistes del parasito. La presencia de anticuerpos anti-N. caninum se detectd por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en el 47,5% (67/141) de los sueros procedentes de los
perros de granja y en 39,5% (53/134) de los perros vagabundos (P>0,05; Chi-cuadrado).
Cuando se analizaron los niveles de anticuerpos, los perros de granja tuvieron titulos
significativamente superiores a los obtenidos en los perros vagabundos (P<0,01; t-student).
En relacion a la deteccion de ooquistes, s6lo en un perro de granja se pudo observar la
presencia de ooquistes en heces semejantes a los de N. caninum. También se estudio la
prevalencia de otros parasitos gastrointestinales por técnicas coproldgicas o de PCR. Los
valores observados fueron significativamente superiores en los perros vagabundos (72,54%)
que en los de granja (55,64%) (P<0,01; Chi-cuadrado). Concretamente en los perros
vagabundos fue significativamente mas frecuente la presencia de Ancylostomatidae,
Toxocara y Toxascaris, asi como de cestodos de la Familia Taenidae. Respecto a la
prevalencia de las formas parasitarias de Trichuris y protozoos (Cystoisospora, Giardia y
Cyptosporidum) no se observaron diferencias significativas entre ambas poblaciones de

perros.
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoo parasito del grupo de los Apicomplexa descrito por
primera vez en 1988 como causante de encefalomielitis en el perro (Dubey et al., 1988) vy,
desde 1989, como agente productor de aborto y mortalidad neonatal en el ganado bovino
(Thilsted & Dubey, 1989). Los hospedadores definitivos de N. caninum descritos hasta el
momento, son el perro (McAllister et al., 1998) y el coyote (Gondim et al., 2004). Los
bovinos y otras especies de rumiantes actlan como hospedadores intermediarios (Dubey,
2007). Los datos que se conocen sobre la prevalencia de la infeccion por N. caninum en el
perro proceden principalmente de estudios serologicos, obteniéndose resultados muy variados
en funcién del pais y origen de los animales (Dubey et al., 2007). Por su parte, se ha
observado que las tasas de seropositividad encontradas en los perros de origen rural son
significativamente mas elevadas que las observadas en perros urbanos (Wouda et al., 1999;
Basso et al., 2001b; Fernandes et al., 2004; Ferroglio et al., 2007). En este sentido, también se
ha senalado una asociacion significativa entre la presencia de perros en las granjas y el
porcentaje de vacas seropositivas indicindose que la presencia de perros cerca de granjas es
un posible factor de riesgo (Bartles et al., 1999; Wouda et , al., 1999). La infeccion por
transmision horizontal del ganado bovino posiblemente tendria lugar por la ruta orofecal, el
hospedador definitivo eliminaria pequefias cantidades de ooquistes (McAllister et al., 1998)
que contaminarian el pasto, forrajes, agua de bebida o piensos almacenados. Sin embargo, la
presencia de ooquistes en perros naturalmente infectados se ha sefialado en muy pocas
ocasiones (Basso et al., 2001a; Slapeta et al., 2002; McGarry et al., 2003; Schares et al.,
2005). Por otra parte, los parasitos gastrointestinales son uno de los agentes enteropatdgenos
mas importantes en el perro y varios de estos agentes son responsables de importantes
zoonosis como Larva migrans (toxocariosis y ancilostomidosis), Equinococosis, Giardiosis y

Criptosporidiosis.

En Espafia recientemente se ha sugerido que los perros vagabundos y de granjas
bovinas podrian tener un papel importante en la epidemiologia de la neosporosis bovina.
Asimismo, las poblaciones caninas poco controladas y con acceso a zonas habitadas por el
hombre, pueden representar una fuente importante de infeccion parasitaria, por lo que es

importante conocer la presencia de estos parasitos gastrointestinales.
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar la presencia de la infeccion por
N. caninum mediante la deteccion de anticuerpos y de otros parasitos gastrointestinales en

perros procedentes de poblaciones de riesgo en Espaiia.
MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Para este estudio se recogieron muestras de suero y heces de perros vagabundos
procedentes de un habitat rural o semi-rural, recibidos en los servicios municipales de
saneamiento de La Rioja, y de perros de explotaciones de ganado bovino procedentes de
Lugo. En total se muestrearon 285 perros (134 de La Rioja y 151 de Galicia). Las muestras de
suero se analizaron por inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la deteccion de anticuerpos
anti-N. caninum y las de heces mediante el método coprologico rutinario para carnivoros
(Método Teleman) para la deteccion pardsitos gastrointestinales. La presencia de
Cryptosporidium y N. caninum en heces se analizd también mediante PCR. Por otra parte,
debido a que los ooqusites N. caninum y de Hammondia heydorni son morfoloégicamente
indistinguibles y que el perro puede actuar como hospedador definitivo de ambos parasitos,
las muestras heces con ooquistes similares se analizaron por técnicas de PCR especificas.
Asimismo con el objetivo de confirmar la etiologia de los ooquistes también se realizé un

bioensayo en Gerbo (Meriones ungulatus).
IFI

La deteccion de anticuerpos especificos frente a N. caninum en el suero de los perros
se determind mediante la técnica de IFI (Trees et al., 1993). Como antigeno se emplearon
taquizoitos de N. caninum (aislado Nc-1) obtenidos en cultivo celular. Como punto de corte se
consider6 la dilucion 1:50 y las muestras que resultaron positivas se titularon, realizdndose

diluciones seriadas hasta conseguir la ultima dilucioén positiva.
Método Teleman

Se procesaron aproximadamente 5 g de heces de cada animal utilizando el método

coprologico rutinario para carnivoros (Método Teleman), y posteriormente se realizdo una
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flotacion con solucion de sacarosa. Las muestras se examinaron con un microscopio optico

utilizando el objetivo de 400.
Extraccion de ADN y técnicas de PCR en heces

El ADN se extrajo de las heces utilizando la técnica de isotiocianato de guanidina y
silica, tras agitacion con bolitas de zirconio con esferas de vidrio (0,5 mm de didmetro). Una
vez aislado el DNA se se realizdo una PCR para la deteccion de N. caninum (Buxton et al.,
1998) y otra para Cryptosporidium (Xiao et al., 2000). Por su parte en las muestras en las que
se observo la presencia de ooquistes de 9—14 um de diametro, también se realiz6 una PCR

para la deteccion de H. Heydorni (Slapeta et al., 2002).
Bioensayo

El bioensayo se realizd a partir de ooquistes esporulados de muestras fecales en las
que se observaron ooquistes semejantes a los de N. caninum o H. Heydonri. Con el fin de
inducir el proceso de esporulacion, al sedimento del Teleman se afiadié una solucion de
SO4H; al 2,5% y se conservaron a temperatura ambiente en condiciones aerdbicas durante 3-5
dias. A continuacién, los ooquistes esporulados fueron purificados y concentrados mediante
solucion de sacarosa y lavados con agua destilada. Los gerbos (Meriones ungulatus) fueron
infectados oralmente con los ooquistes. Los gerbos inoculados se sacrificaron a los 4 meses
recogiéndose el cerebro para ser analizado por una PCR especifica de N. caninum. Por su

parte, se recogio sangre para el analisis seroldgico por IFI.
Extraccién de ADN y PCR de muestras de tejido

Para la extraccion del ADN a partir de las muestras procedentes de los gerbos, se
emple6 como método de extraccion una prueba comercial (Realpure, Durviz) siguiendo las

indicaciones del fabricante. Para detectar la presencia del parasito en las muestras de cerebro

se empled una PCR anidada del segmento ITS1 (Buxton et al., 1998).
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RESULTADOS
Seroprevalencia de N.caninum

La presencia de anticuerpos anti-N. caninum se detectd en el 43,63% (120/275) de los
perros, obteniéndose titulos entre 1:50 y 1:800. La seroprevalencia més elevada se observo en
los perros de granja, de los cuales el 47,51% fueron positivos (67/141). En los perros de La
Rioja la seroprevalencia obtenida fue del 39,55% (53/134), no observandose diferencias
estadisticamente significativamente al comparar estas dos poblaciones (P>0,05; Chi-
cuadrado). Cuando se analizaron los niveles de anticuerpos, los perros de Galicia tuvieron
titulos significativamente superiores a los obtenidos en los perros de la Rioja (P<0,01; t-
student). Al estudiar la distribucién de los titulos (Figura 1), en los perros de Galicia se
observé significativamente mas animales con titulos 1:400 y 1:800 (P<0,05; Chi-cuadrado),
mientras que el titulo 1:50 fue significativamente mas frecuente en los perros de La Rioja

(P<0,05; Chi-cuadrado). 39,5%; en Galicia, un 47,5% (P>0,05; Chi-cuadrado).

Figura 1. Distribucion de los titulos en los perros seropositivos de La Rioja y Galicia
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Por otra parte, los perros muestreados de Galicia procedian de 85 explotaciones
bovinas, de las cuales 65 eran granjas seropositivas a N. caninum y 20 seronegativas. Se
estudio la prevalencia de perros seropositivos en ambos tipos de explotaciones y aunque la
prevalencia de perros con anticuerpos frente a N. caninum fue mayor en las granjas
seropositivas que en las seronegativas (58,46% versus 40%) no se observaron diferencias

significativas (P>0,05; Chi-cuadrado). Asimismo, aunque los titulos de los perros de las
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granjas seropositivas fueron también mas elevados que aquellos procedentes de explotaciones
negativas, tampoco el andlisis estadistico reveld significacion (P>0,05; t-student). Sin
embargo, si se observ una asociacion positiva entre la presencia de anticuerpos en un perro y

la seropositividad de una explotacion de ganado bovino (riesgo relativo = 2,1; odd ratio).
Prevalencia de perros que eliminan formas parasitarias en heces
N. caninum

En total se analizaron 226 muestras de heces (102 de La Rioja y 124 de Galicia) y so6lo
en un perro de granja se pudo observar la presencia de ooquistes semejantes a los de N.
caninum. El perro fue inicialmente seronegativo y el nimero de ooquistes observados fue
muy bajo. La muestra se puso a esporular en una solucion de dicromato potasico al 2,5%
durante un periodo maximo de 7 dias a temperatura ambiente, observandose al quinto dia la
presencia de algunos ooquistes esporulados. Se realizo una PCR especifica de N. caninum y
H. Heydorni pero se obtuvieron resultados negativos. A los 6 meses de recibir esta muestra, se
recibi6 otra muestra de suero del mismo perro obteniéndose un titulo 1:50, pudiendo indicar
que los ooquistes podrian ser de N. caninum. Por otra parte, con ¢l fin de incrementar la
oportunidad de detectar la presencia de N. caninum en las heces serealizo una PCR de 188

muestras de heces, siendo todas negativas.

Otros parasitos gastrointestinales

En las muestras procedentes de La Rioja, en el 72,54% (74/102) de la heces se observo
la presencia de uno o varios parasitos gastrointestinales, siendo significativamente superior
que la prevalencia encontrada en los perros de Galicia que fue del 55,64% (69/124) (P<0,01;
Chi-cuadrado). Cuando se compararon las prevalencias, se observd que en los perros de La
Rioja fue significativamente mas frecuente la presencia de Ancylostomatidae (P=0,01; Chi-
cuadrado), Toxocara y Toxascais (P<0,001; Chi-cuadrado) asi como de cestodos de la
Familia Taenidae (P<0,05; Chi-cuadrado). Respecto a la prevalencia de las formas
parasitarias de protozoos (Cystoisospora, Giardia y N. caninum/H. heydorni) y de Trichuris
no se observaron diferencias significativas entre ambas poblaciones de perros (P>0,05; Chi-
cuadrado) (Figura 2). Asimismo se realizé una PCR para la deteccion de Cryptosporidium en

188 muestras de heces de los perros de Galicia, siendo todas negativas.
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Figura 2. Prevalencia de parasitos gastrointestinales en los perros de La Rioja y Galicia.
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Biloensayo

Mediante bioensayo se inocularon los ooquistes esporulados a gerbos. A los 25,40 y
150 dias post-inoculacion se realizé un IFI, siendo negativo en todos los casos. A los 4 meses

se sacrificaron y se hizo analisis del cerebro por PCR, siendo igualmente negativa.

CONCLUSIONES

En las poblaciones de perros vagabundos y de granja estudiadas fue frecuente el
contacto con N. caninum, porque los valores de seroprevalencia observados fueron elevados.
Asimismo, los perros de granja podrian tener mayor accesibilidad a posibles fuentes de
infeccion, ya que sus titulos de anticuerpos son significativamente mas elevados, y se ha
observado una asociacion positiva entre la seropositividad del perro y la explotacion bovina.
No encontramos una asociacién entre los resultados de seroprevalencia y la presencia de
ooquistes. La observacion de perros que eliminen ooquistes parece ser muy dificil, ya que el
patron de eliminacion de N. caninum puede ser similar al de Toxoplasma gondii en el gato y

solo se produce en la primoinfeccion y durante los primeras semanas aproximadamente.

Las poblaciones de perros vagabundos y de granja son una importante fuente de
contaminacion ambiental de otras formas de parasitos gastrointestinales, lo cual podria tener

repercusiones en la salud humana y animal.
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