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RESUMEN
ASOCIACION ENTRE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA TOXOPLASMA
GONDII Y NEOSPORA CANINUM EN PERROS CON MANIFESTACIONES CLINICAS
NEUROLOGICAS Y RESPIRATORIAS

De la Cerda Villar, A.M., Ortiz Martinez, R., Valdivia Flores, G. A., Quezada Tristan, T.,

Neospora caninum y Toxoplasma gondii son protozoarios que afectan a los perros; sus
ciclos biolégicos y desarrollo de la enfermedad también son similares El objetivo de éste
estudio fue determinar las asociacion entre la presencia de anticuerpos contra ambos
protozoarios en pacientes con manifestaciones clinicas neurolégicos y/o respiratorios
(Grupo Caso) o con en pacientes asintomaticos (Grupo Control) atendidos en el Hospital
Veterinario de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (HV-UAA). Se colectaron un
total de 92 muestras sanguineas, 46 para cada grupo. Se obtuvieron antecedentes
médicos de todos los pacientes. Las muestras se procesaron mediante una ELISA
indirecta ldScreen® considerando positivos a los pacientes que tuvieron un %S/P >50.
Del total de pacientes, 23 fueron machos y 23 hembras en ambos grupos. En ningln
grupo se detectaron anticuerpos para N. caninum. Ambos grupos tuvieron un porcentaje
de pacientes seropositivos de 6.52% para Toxoplasma. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la seroprevalencia para Toxoplasma gondii y las
variables seleccionadas utilizando la prueba de Chi-cuadrada (P=0.05). Los factores de

riesgo analizados mostraron tanto efectos protectores como probabilidades de riesgos.

Palabras clave: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, perros, ELISA, manifestaciones

clinicas.



ABSTRACT

ASSOCIATION BETWEEN THE PRESENCE OF ANTIBODIES AGAINST
TOXOPLASMA GONDII AND NEOSPORA CANINUM IN DOGS WITH NEUROLOGICAL
AND RESPIRATORY CLINICAL MANIFESTATIONS

De la Cerda Villar, A.M., Ortiz Martinez, R., Valdivia Flores, G. A., Quezada Tristan, T.,

Neospora caninum and Toxoplasma gondii are protozoal parasites which affect dogs.
Their life cycles and development of their sicknesses are similar too. The objective of this
study was to determinate the association between antibodies for both parasites and the
Case Group (neurologic or respiratory clinical manifestations) or the Control Group
(asymptomatic patients). The dogs were recruited in the Hospital Veterinario de la
Universidad Autbnoma de Aguascalientes (HV-UAA). 92 blood samples were collected; 46
per group. Medical background was obtained for each patient. Blood samples were
analyzed via indirect ELISA using a IdScreen® kit for Neospora caninum or Toxoplasma
gondii. Dogs with %S/P >50, were considered as positive. There were 23 female and male
dogs in both groups. Neospora antibodies there were not detected neither in the Case
Group nor Control Group. Both groups had a prevalence of 6.52% for Toxoplasma. There
were not statistic significant differences between seroprevalence and the variables under
Chi-squared analysis (P=0.05). The risk factors analyzed showed protective effects as well

as risk probabilities.

Keywords: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, ELISA, dogs, clinical manifestations.



INTRODUCCION

Las enfermedades son una de las causas de alteracién de la salud y del bienestar de los
perros. Las causas de enfermedad tienen etiologias diversas; una de ellas son los
parasitos que como otros patégenos, pueden llegar a causar cuadros clinicos moderados
0 severos. Algunas parasitosis tienen especial importancia tanto por su por su potencial
contagioso a otras especies animales tanto como al hombre situandolas como zoonosis.
Una de estas enfermedades parasitarias es la llamada Neosporosis, que ha sido
estudiada ampliamente a nivel mundial por su particular importancia en el ganado bovino
debido a su caracteristica de causar abortos en estos animales. Para esta enfermedad los
perros son considerados los huéspedes definitivos del parasito causante: Neospora
caninum (Séanchez et al., 2003).

Hasta hace poco tiempo la Neosporosis era confundida con otra enfermedad de
alto potencial zoonético en el mundo: la Toxoplasmosis. Esta enfermedad se asocia tanto
a animales silvestres como domésticos ya que se han reportado casos clinicos en los
perros de compafiia (Lindsay et al., 1999).

Ambas enfermedades se caracterizan porque pueden desarrollarse con
manifestaciones clinicas caracteristicas comunes tales como alteraciones neurolégicas y
respiratorias; de igual manera, los perros son reservorios para la transmisién de la
enfermedad a otras especies. Debido a la importancia de ambas enfermedades, para la
salud publica y animal, es necesario conocer su situacién clinica en los perros de
compafia. Actualmente, se disponen de estudios a nivel mundial de la prevalencia de
anticuerpos contra Neospora caninum y Toxoplasma gondii en perros tanto de areas
rurales como urbanas, sin embargo, en nuestro pais se han realizado pocos estudios al
respecto en perros de compafiia a pesar de que pueden tener una atencion médica
especializada. A pesar de que en el estado de Aguascalientes, se realizé un estudio sobre
la prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum (Cruz et al., 2008), no se dispone
al momento de informacion sobre la Toxoplasmosis.

Sin embargo si se dispone de informacién en algunos paises sobre la frecuencia
de ambas enfermedades en pacientes que presentan manifestaciones clinicas de
afeccion neuromuscular en pacientes de clinicas y hospitales veterinarios (Fridlund et al.,
2011 y Ruiz et al., 2012)



El propésito de este estudio, es aportar informacion sobre la Neosporosis y
Toxoplasmosis canina que permita mejorar el conocimiento clinico de ambas entidades
nosologicas, mediante una asociaciébn seroldégica y las manifestaciones clinicas
neurolégicas y respiratorias en los perros atendidos en el Hospital Veterinario de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes (HV-UAA), asi como su correlacion con
factores de riesgo.



1. ANTECEDENTES

1.1 DESCRIPCION DE LAS ENFERMEDADES

1.1.1 Definicién

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario apicomplexo:
Neospora caninum. Los perros domésticos y los coyotes, son los huéspedes definitivos, la
enfermedad afecta tanto a los perros como a otros animales mamiferos como bovinos,
caprinos y equinos. En los perros, afecta a diversos sistemas incluidos el sistema nervioso
central (SNC), el sistema ocular (SO), el sistema cardiaco (SC) y el sistema respiratorio
(SR). La principal manifestacion clinica es la pardlisis de los miembros posteriores con
contractura ocasional. (Hosseininejad y Malmasi, 2009).

Por otro lado, la Toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria asociada a los
gatos domésticos y salvajes que son los unicos huéspedes definitivos para Toxoplasma
gondii. Afecta a multiples especies de sangre caliente y mamiferos incluyendo el hombre,
de ahi que se le considere de tipo zoondtico. (Reid et al., 2012). En los perros la infeccién
es usualmente subclinica; en tanto que en los gatos se han reportado alteraciones del
SNC, del SO, del sistema digestivo (SD), del SC y del sistema linfatico (SL). Las
manifestaciones clinicas de la toxoplasmosis canina pueden involucrar multiples 6rganos
y usualmente la infeccién se encuentra en asociacién con un sistema inmune debilitado
(Tarlow et al., 2005).

1.1.2 Aspectos histéricos.

Hasta 1988, Neospora caninum era un parasito confundido con Toxoplasma gondii;
desde su primera observacion en los perros en 1984 y su descripcidbn de como un nuevo
género en 1988, la Neosporosis ha sido descrita como una enfermedad importante en el
ganado y en los perros a nivel mundial (Dubey y Schares, 2011).

En 1908 Nicolle y Manceaux encontraron un protozoario en tejidos de un roedor, el
gundi, que habia sido utilizado para un estudio de Leishmaniasis; se crey6 en un principio
que se trataba de un piroplasma, sin embargo con base a su morfologia y hospedero,
posteriormente se identific6 como Toxoplasma gondii. Dentro de los siguientes 30 afios se
aislaron organismos similares a T. gondii en otros huéspedes especialmente en aves
(Dubey, 2008).



1.1.3 Parasitologia

N. caninum es un pardsito del tipo coccidia con una amplia distribucién de huéspedes. En
general, es muy similar en estructura y ciclo de vida a T. gondii, con dos importantes
diferencias: (1) la Neosporosis es una enfermedad primaria del ganado y de los caninos,
éstos Ultimos se consideran huésped definitivo de N. caninum, mientras que (2) la
toxoplasmosis es una enfermedad primaria del humano, ovejas y cabras; los felinos son
los huéspedes definitivos de T. gondii. (Dubey et al., 2007).

Se desconoce el ciclo de vida completo de Neospora caninum, pero se sabe que el
perro es el huésped definitivo del parasito (Mcallister et al., 1998 y Lindsay et al., 1999). El
ciclo de vida es tipificado por tres estados infecciosos: taquizoito, quiste, y ooquistes. Los
taquizoitos y los quistes son los estados encontrados en los huéspedes intermediarios y
son intracelulares (Dubey et al., 2003). Los taquizoitos miden aproximadamente 6 a 2 um.
Los quistes celulares son de forma redonda u ovalada midiendo hasta 107 um de largo vy,
son encontrados principalmente en el SNC. La pared del quiste celular tiene un grosor de
4 pm, por otro lado el bradizoito tiene medidas de 7 a 8 por 2 um. (Dubey et al., 2007) El
ciclo del protozoo infecta caninos domésticos y salvajes, rumiantes y caballos, donde el
perro se comporta tanto como huésped definitivo como intermediario. Los carnivoros
adquieren el parasito por ingesta de tejido infectado, y eliminan ooquistes que esporulan
en el medio, formandose en su interior 4 esporozoitos cada uno, lo que a su vez
contamina el alimento y agua de bebida de los animales de produccién. (Lindsay et al.,
1999).

El parasito Neospora caninum se reproduce mediante endogenia. Los taquizoitos y
quistes tisulares que contienen bradizoitos son la Unica forma de Neospora caninum que
han sido encontrados en animales con infeccién natural. Dependiendo del estado de
division en el tracto intestinal N. caninum penetra en las células y cambia a taquizoito. Los
taquizoitos se dividen rapidamente, causando dafio tisular, y se disemina la infeccion a los
tejidos del huésped. Los taquizoitos se reproducen intracelularmente. Los ooquistes de
Neospora caninum esporulan fuera del hospedador y son morfolégicamente similares a

El parasito Neospora caninum se reproduce mediante endogenia. Los taquizoitos y
quistes tisulares que contienen bradizoitos son la Unica forma de Neospora caninum que
han sido encontrados en animales con infeccién natural. Dependiendo del estado de
division en el tracto intestinal N. caninum penetra en las células y cambia a taquizoito. Los

taquizoitos se dividen rapidamente, causando dafio tisular, y se disemina la infeccion a los

10



tejidos del huésped. Los taquizoitos se reproducen intracelularmente. Los ooquistes de
Neospora caninum esporulan fuera del hospedador y son morfolégicamente similares a
Toxoplasma gondii encontrados en heces caninas como se muestra en la figura 1 (Dubey
et al., 2003).

Perro ?
Huésped definitivo

Huéspedes intermediarios
Vaca, pemo. oveja, cabra, cabalio

Taquizollos

Perro Oveja Cabra Cabailo

Figura 1. Ciclo de vida Neospora caninum (Greene, 2006)
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Los quistes tisulares sobreviven sobre 14 dias a temperatura de 4°C pero no son
infectantes a -20°C. Casos de Neosporosis han sido reportados en la mayoria de los
paises desarrollados abarcando los cinco continentes (Dubey y Lindsay, 1993). Cuando
los ooquistes son ingeridos por el huésped intermediario, se desenquistan y se libera el
esporozoito infectante en el tracto intestinal. Los taquizoitos se replican rapidamente,
causando dafio tisular y diseminando la infecciobn a otros 6rganos como higado,
pulmones, corazon, piel, pancreas, estomago, ndédulos linfaticos, bazo, o0jos y
suprarrenales (Lindsay et al., 1999).

La infeccion trasplacentaria por N. caninum puede ocurrir cuando el taquizoito se
transmite de una hembra infectada a su feto durante la gestacién (Dubey et al., 2007a).
Los oocistos no esporulados son esparcidos en las heces de los perros a partir de los 5
dias 0 mas después de ingerir quistes tisulares. La esporulacién tiene lugar luego de 24 a
72 horas una vez fuera del cuerpo. (Dubey et al., 2007).

Potencialmente, las especies no domesticadas pueden jugar un rol de hospederos
definitivos y/o intermediarios en el ciclo de transmision de esta enfermedad. Las
encuestas seroldgicas han detectado la presencia de anticuerpos contra Neospora
caninum en animales silvestres capturados como coyotes, zorros, bufalos de agua y
camélidos. Experimentalmente, ratones, ratas, patos, zorros, coyotes, cerdos, conejos,
monos y palomas han sido infectados con Neospora caninum (Barling, 2000).

Por su parte, la Toxoplasmosis es una enfermedad que manifiesta signos clinicos
en los humanos, las ovejas y cabras, principalmente de tipo reproductivo. Los felinos son
los Unicos huéspedes definitivos. Su ciclo de vida es tipificado por tres estadios;
taquizoitos, quistes tisulares y oocistos. Los taquizoitos y los quistes tisulares son los
estadios presentes en los huéspedes intermediarios y ocurren Unicamente de manera
intracelular, figura 2 (Dubey, 2003). La vida del parasito en el gato incluye un ciclo
enteroepitelial con una divisibn sexuada y otra asexuada intracelular. Una fase
ezquizogonica y una gametogonica que se desarrollan en todo el intestino delgado, pero
se concentran especialmente en la extremidad de las vellosidades del ileo y terminan con
la produccion de los ooquistes. De esta manera, los felinos son los Unicos con una fase
sexuada. El periodo prepatente, en los gatos, es el comprendido entre la ingesta del
parasito hasta la formacion de ooquistes. Es variable, si comienza con la ingestion de un

quiste tisular, el periodo prepatente es de 3 a 10 dias; si ingirié taquizoitos es de 19 a 48
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dias y si ingiri6 ooquistes es de 21 a 48 dias. Los gametocitos aparecen en el intestino
delgado de 3 a 15 dias después de la infeccion. (Durlach y Martino, 2009).

Los gatos se infectan después de la ingestién de ooquistes o taquizoitos y pueden
comenzar a eliminar ooquistes en las heces hasta los 18 dias post-infeccion y sélo un
20% de los gatos desarrollara infeccion. Los ooquistes comienzan su esporulacion
(estado infectante) 1 a 5 dias después de haber pasado por las heces, pero puede
sobrevivir por largos periodos en un ambiente idoneo. Los ooquistes esporulados son
infectantes tanto para los gatos como para otros huéspedes intermediarios. Los
esporozoitos y los bradizoitos se dividenen dos taquizoitos por una fase de reproduccion
asexual dentro del tracto intestinal. Los taquizoitos abandonan el intestino y se diseminan
a lo largo del huésped intermediario a una variedad de células. Si la replicacion del
taquizoito conlleva a una ruptura celular, la infeccién cercana a las células ocurrira. Si por
el contrario no se genera una ruptura celular el taquizoito se enquistara. (Troxel, 2009)

La infeccién en el hombre y en los animales ocurre, generalmente, por ingestion de
quistes tisulares viables en carnes crudas o mal cocidas (en el caso de los gatos, por
consumo de huéspedes secundarios como ratones y ratas que albergan quistes), o bien
por ingestion de ooquistes infectivos eliminados con las heces de los felinos, a través del
suelo y agua contaminados (Durlach y Martino, 2009). Formas iatrogénicas como la
transfusién sanguinea y trasplante de drganos han sido reportadas como formas menos
frecuentes de transmision (Galvao et al., 2014). La toxoplasmosis se puede transmitir de
manera congénita, por ingesta de tejidos infectados y la ingesta de alimentos o agua
contaminada con oocistos. Otros modos menos importantes incluyen la lactancia, la
transfusion de liquidos corporales o el trasplante de tejidos u érganos. Puede sobrevivir y
esporular en el agua salada, asi como permanecer viable durante 6 meses en una
amplitud térmica de 4 a 24°C. La toxoplasmosis y la seroreactividad de T. gondii son mas
prevalentes en animales mayores, debido a una mayor exposicion con la edad, asi como
en animales y ambientes rurales o ferales que son mas aptos a cazar pequefios
mamiferos.

En los gatos y perros que se alimentan con carne cruda en lugar de dietas

comerciales, se detecta una mayor frecuencia de exposicion (Greene, 2006)
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (Greene, 2006)

14



La vida del parasito en el gato incluye un ciclo enteroepitelial con una divisién
sexuada y otra asexuada intracelular. Una fase ezquizogdnica y una gametogonica que se
desarrollan en todo el intestino delgado, pero se concentran especialmente en la
extremidad de las vellosidades del ileo y terminan con la produccion de los ooquistes. De
esta manera, los felinos son los Unicos con una fase sexuada. El periodo prepatente, en
los gatos, es el comprendido entre la ingesta del parasito hasta la formacién de ooquistes.
Es variable, si comienza con la ingestion de un quiste tisular, el periodo prepatente es de
3 a 10 dias; si ingiri6 taquizoitos es de 19 a 48 dias y si ingiri6 ooquistes es de 21 a 48
dias. Los gametocitos aparecen en el intestino delgado de 3 a 15 dias después de la
infeccién. (Durlach y Martino, 2009).

Los gatos se infectan después de la ingestién de ooquistes o taquizoitos y pueden
comenzar a eliminar ooquistes en las heces hasta los 18 dias post-infecciéon y sélo un
20% de los gatos desarrollara infeccién. Los ooquistes comienzan su esporulacion
(estado infectante) 1 a 5 dias después de haber pasado por las heces, pero puede
sobrevivir por largos periodos en un ambiente idéneo. Los ooquistes esporulados son
infectantes tanto para los gatos como para otros huéspedes intermediarios. Los
esporozoitos y los bradizoitos se dividenen dos taquizoitos por una fase de reproduccion
asexual dentro del tracto intestinal. Los taquizoitos abandonan el intestino y se diseminan
a lo largo del huésped intermediario a una variedad de células. Si la replicacion del
taquizoito conlleva a una ruptura celular, la infeccion cercana a las células ocurrira. Si por
el contrario no se genera una ruptura celular el taquizoito se enquistara. (Troxel, 2009)

La infeccion en el hombre y en los animales ocurre, generalmente, por ingestion de
quistes tisulares viables en carnes crudas o mal cocidas (en el caso de los gatos, por
consumo de huéspedes secundarios como ratones y ratas que albergan quistes), o bien
por ingestion de ooquistes infectivos eliminados con las heces de los felinos, a través del
suelo y agua contaminados (Durlach y Martino, 2009).

Formas iatrogénicas como la transfusion sanguinea y trasplante de 6rganos han
sido reportadas como formas menos frecuentes de transmision (Galvao et al., 2014). La
toxoplasmosis se puede transmitir de manera congénita, por ingesta de tejidos infectados
y la ingesta de alimentos o agua contaminada con oocistos. Otros modos menos
importantes incluyen la lactancia, la transfusion de liquidos corporales o el trasplante de
tejidos u 6rganos. Puede sobrevivir y esporular en el agua salada, asi como permanecer

viable durante 6 meses en una amplitud térmica de 4 a 24°C. La toxoplasmosis y la
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seroreactividad de T. gondii son mas prevalentes en animales mayores, debido a una
mayor exposicion con la edad, asi como en animales y ambientes rurales o ferales que
son mas aptos a cazar pequefios mamiferos. En los gatos y perros que se alimentan con
carne cruda en lugar de dietas comerciales, se detecta una mayor frecuencia de

exposicion (Greene, 2006).

1.1.4 Patogénesis y manifestaciones clinicas

La N. caninum puede causar una enfermedad severa en el ganado y en perros,
ocasionalmente en otros animales. Las infecciones en los hospederos son comunes pero
la enfermedad clinica es rara (Dubey y Schares, 2011).

La infeccion en los perros ocurre mayormente en cachorros infectados de manera
congénita, siendo mas afectados perros menores a 6 meses de edad. Se desarrolla una
paresis de los miembros posteriores que puede evolucionar a una pardlisis. (Ghalmi,
2008). Los perros se encuentran alertas y sobreviven por meses. La causa de la
hiperextension de los miembros posteriores no esta bien determinada aun, pero se asocia
a una combinacion de miositis y paralisis de motoneurona superior que conlleva a una
rapida fibrosis de los masculos y una fijacion de las articulaciones, la sensibilidad dolorosa
es siempre conservada. Otros signos observables son dificultad para tragar, paralisis de la
mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular y dafio cardiaco. (Reichel, 2000). De igual
forma signos como convulsiones, cambios de comportamiento, ceguera, anisocoria,
sindrome de Horner’s, neuropatia del trigémino, tremores, ataxia y signos vestibulares
han sido relacionados con la enfermedad. La enfermedad en los adultos se da posterior a
una reactivacion crénica, con una infeccidon subclinica y signos multifocales del SNC.
Pueden observarse signos como fiebre, vomito, tos, letargia, ictericia, arritmias, Ulceras,
dermatitis pruriginosa, regurgitacion y megaesoéfago (Troxel, 2009).

La enfermedad puede ser localizada o generalizada encontrandose en cerebro,
corddn espinal, retina, musculos, timo, corazon, higado, rifién, estébmago, glandula
adrenal y piel donde los quistes pueden persistir por mucho tiempo y generar una
enfermedad cronica. Afecta a perros de todas las edades. En la figura 3, se muestra que
hembras gestantes infectadas que se encuentran en estadios subclinicos, pueden
transmitir el parasito a los fetos y las siguientes camadas de la misma hembra pudieran

nacer infectadas (Dubey, 2003).
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Figura 3. Patogénesis de la Neosporosis (Elaboracion propia)

En el caso de la toxoplasmosis, el tipo y gravedad de la enfermedad clinica dependen del
grado y localizacion del dafio tisular. Los taquizoitos son las formas asexuales invasivas
del parasito, y s6lo pueden sobrevivir y reproducirse intracelularmente; todos los tipos
celulares parecen ser susceptibles. La necrosis de la célula es causada por el propio
desarrollo de toxoplasma dentro de ésta. En las infecciones contraidas luego de la
ingestion de quistes u oocistos, las manifestaciones clinicas iniciales se deben a la
necrosis del intestino y érganos linfaticos asociados causada por los taquizoitos.

Como parte de la respuesta inmunolégica, en las secreciones intestinales aumentan los
anticuerpos de clase IgA, especificos para los estadios enteroepiteliales de T. gondii, para
dar fin a la fase de reproduccién intestinal (Dubey, 2008).
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El parasito también se propaga a 6érganos extraintestinales a través de la sangre o
la linfa, y puede causar necrosis en muchos 6rganos. Los sitios comunes para la
reproduccion inicial y la persistencia crénica de la infeccion son el cerebro, higado,
pulmones, musculos esqueléticos y ojos. El resultado clinico esta determinado por el
grado de las lesiones en estos 6rganos, en especial en aquellos vitales como el corazon,
pulmon, higado y glandulas adrenales. A pesar de que las infecciones diseminadas
agudas pueden ser fatales, el huésped por lo general se recupera. Alrededor de la tercera
semana posinfeccion, los taquizoitos comienzan a desaparecer de los tejidos viscerales y
pueden localizarse como quistes del tejido. Esta fase se asocia con una respuesta
inmunolégica sistémica que inhibe la parasitemia. Tales quistes pueden permanecer toda
la vida en el huésped. (Hosseininejad et al., 2009). También pueden romperse, con lo que
los bradizoitos liberados podrian iniciar una recaida clinica si existe inmunosupresion. Se
desconoce el mecanismo de reactivacion. (Greene, 2006). La toxoplasmosis clinica en
perros se ha asociado con la inmunosupresion inducida por un infeccién por Distemper
canino (Aguiar et al., 2012).

Aunque los felinos son los hospederos definitivos de T. gondii y ha sido ligado a la
infecciéon por transmisién fecal, los perros son sospechosos de transportar T. gondii. El rol
de los perros en la transmision de T. gondii a los humanos se ha postulado en base a la
observacion que los perros ingieren, juegan o huelen las heces de gatos (Hosseininejad et
al., 2009).

La enfermedad de tipo neurolégica causada por este protozoario es poco
diagnosticada en perros. La toxoplasmosis es dificil de diagnosticar por su naturaleza ya
que causa una alta infectividad y baja patogenicidad. Las manifestaciones neuroldgicas
dependen del sitio de la lesion en el cerebro, cerebelo y médula espinal. Se han
observado convulsiones, déficits del nervio craneal, temblores, ataxia, y paresia o
paralisis. Los perros con miositis pueden presentar en un comienzo una marcha anormal,
contraccion muscular o rigidez. La paraparesia y tetraparesia pueden avanzar con rapidez

hasta una pardlisis de la neurona motora inferior (Hosseininejad y Malmasi, 2010).
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Las anormalidades respiratorias causadas por la toxoplasmosis pulmonar ha sido
la presentacion mas comun en perros y se ha asociada a la muerte neonatal en cachorros
infectados. La toxoplasmosis puede causar miocarditis. De igual forma se han descrito
manifestaciones oculares como uveitis, corio-retinitis y neuritis 6ptica, sin embargo los
perros con reporte de signos oculares no reportan signos sistémicos de manera

concurrente (Tarlow et al., 2005).

Reproduccién » Necrosis Diseminacioén
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(Cerebro, higado,
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Figura 4. Patogénesis de la Toxoplasmosis (Elaboracién propia)

Enla Tabla 1 se muestran realiza una breve comparacion entre la Neosporosis y
Toxoplasmosis como enfermedades.
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Tabla 1. Descripcion de caracteristicas propias de Neosporosis y Toxoplasmosis
CARACTERISTICAS NEOSPOROSIS TOXOPLASMOSIS
Perro huésped definitivo N
Gato huésped definitivo
Replicacién del parésito enteroepitelial
Propagacion sistémica
Enquistamiento
Excrecién de oocisto
Ingestion por huéspedes intermediarios
Afeccion reproductiva en huéspedes
intermediarios
Manifestaciones clinicas neurolégicos
Manifestaciones clinicas respiratorios
Manifestaciones clinicas dermatolégicos
Manifestaciones clinicas cardiacos
Manifestaciones clinicas
gastrointestinales
Diagnéstico seroldgico
Tratamiento disponible
Enfermedad zoonadtica X
Nota: \ Presencia; xAusencia. Elaboracién propia.

X X 2 2 2 <L 2 2 =2 2 2 X

2 2
2 =2 2 2 2 X 2 2 22 2 2 =2 2 2 X

Se cree que los perros infectados con el virus del moquillo canino son mas
susceptibles a desarrollar infecciones secundarias causadas por Toxoplasma gondii y
Neospora caninum, considerados como dos protozoarios neurotrOpicos oportunistas
(Aguiar et al., 2012)

1.1.5 Epidemiologia
Se disponen de estudios sobre la prevalencia en oocistos de N. caninum en heces de
perros, realizados Unicamente en Costa Rica, Iran, Italia y Espafa. La forma en como los
perros se infectan de forma natural por N. caninum no es bien entendida, existe evidencia
de que se pueden infectar después de ingerir tejido placentario de bovino infectado o bien
de manera trasplacentaria. La prevalencia de edad indica que la mayor parte de los perros
se infectan después del nacimiento, sin embargo se ha reportado una mayor prevalencia
en perros viejos que en jovenes (Dubey y Schares, 2011).

Dubey y colaboradores (2007) asi como Dubey y Schares (2011), han reportado
una seroprevalencia mundial de N. caninum en perros, ganado lechero y de carne, otros
animales domésticos asi como en animales silvestres y de zoolégico. Se ha reportado

mayor incidencia en perros del area rural que urbana.
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Los métodos utilizado en reportes, indican se han realizado estudios de la
prevalencia de anticuerpos contra N. caninum utilizando métodos diagnosticos diversos
como; Neospora Agglutination Test (NAT), Immunofluorescence Antibody Test (IFAT),
técnicas directas e indirectas de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), entre
otros. Estos estudios se han realizado en su mayoria en perros del area rural y urbana,
incluyendo muestreo en perros que se encuentran en establos de ganado lechero y de
engorda de ganado. Pocos se han realizado en hospitales de referencia clinica por lo que
se dispone de poca informacion de casos clinicos; en la tabla 2, se muestran datos de
estudios diversos realizados en diversos paises, se muestran seroprevalencias desde 0

hasta 100%.

Tabla 2. Prevalencia de anticuerpos anti-N. caninum en perros

Pais Rango Autor
(%)

Alemania 4-13 Dubey et al., 2007
Algeria 6.6 -44.4 Dubey et al., 2011
Argentina 26.2 - 54.2 Dubey et al., 2007
Australia 5-14 Dubey et al., 2007
Austria 2.1-5.3 Dubey et al., 2007
Bélgica 9.7 -46.4 Dubey et al., 2007
Brasil 0-67.7 Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2011
Canada 3.7 Dubey et al., 2011
Chile 12.5-57 Dubey et al., 2007
Costa Rica 48.4 Palavicini et al., 2007
Dinamarca 15.3 Dubey et al., 2007
Espafna 0-475 Dubey et al., 2011; Regidor et al., 2010
Estados Unidos* 5.8 —-16.6 Dubey et al., 2007*Dubey et al., 2007
Francia 22.7 Dubey et al., 2007
Granada 2 Dubey et al., 2011
Hungria 1-6 Dubey et al., 2007
india 6.9-21.4 Dubey et al., 2011
Iran* 10.3-32 Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2011%,

Hosseininejad y Malmasi, 2010
Islas Falklands 0.2 Dubey et al., 2007
Israel* 100 *Perl et al., 1998
Italia 6.4—-36.4 Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2011
Japon* 7.1-313 Dubey et al., 2007* Ishigaki et al., 2012
Kenia 0 Dubey et al., 2007
Korea 8.3-21.6 Dubey et al., 2007
México 2-51 Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2011
Holanda 55-23.6 Dubey et al., 2007
Nueva Zelanda* 22-97.5 Dubey et al., 2007
Peru 5.2-14.8 Ruiz et al.,2012 ; Dubey et al., 2011

Polonia

16.3-21.7

Ploneczka y Mazurkiewicz,2008; Dubey et al., 2011
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Continuacion...

Reino Unido 5.8-16.6 Dubey et al., 2007
Republica Checa 0-19.2 Vaclavek et al., 2007
Rumania 8.7-32.7 Gavrea et al., 2012; Enachescu et al., 2013
Senegal 17.9 Dubey et al., 2011
Suécia 0.5 Dubey et al., 2007
Suiza 7.3-20 Dubey et al., 2007
Taiwan 23 Dubey et al., 2007
Tanzania 22 Dubey et al., 2007
Tailandia 1.2 Dubey et al., 2007
Turquia 10.0 -28.9 Dubey et al., 2007; Dubey et al., 2011
Uruguay* 20.0 Dubey et al., 2007*Delucchi, et al., 2010

* Reportes de casos clinicos y seroprevalencia

Como se muestra en la tabla 2, la presencia de la N. caninum a nivel mundial tiene

una seroprevalencia amplia en distintos paises y conociendo la importancia tanto clinica

como zootécnica de esta enfermedad fortalece la necesidad de continuar conociendo el

comportamiento de este pardsito a nivel mundial, sobre todo a nivel local.

Estudios clinicos de seroprevalencia se han realizado a nivel mundial, la tabla 3,

muestra el comportamiento de éste parasito en algunos hospitales y centros antirrabicos a

nivel mundial.

Tabla 3. Seroprevalencia de estudios clinicos realizados por otros autores ante N.

caninum
Autor Afio  Seroprevalencia (%) Pais
Sanchez et al. 2003 35 México
Azevedo et al. 2005 8.4 Brasil
Paradies et al. 2007 20.9 Italia
Vaclavek et al. 2007 36.5 Republica Checa
Aguiar et al. 2012 28.3 Brasil
Cruz et al. 2008 32 Mexico
Ploneczka y Mazurkiewicz 2008 16.3 Polonia
Hosseininejad et al. 2010 31.2 Iran
Regidor et al. 2010 43.6 Espana
Gozdzik et al. 2011 21.7 Polonia
Hosseininejad y Hosseini 2011 29 Iran
Junior et al. 2011 12.3 Brasil
Sharifdini et al. 2011 30.4 Iran
Gavrea et al. 2012 32.7 Rumania
Lopes et al. 2012 9.2 Angola
Enachescu et al. 2013 12.9 Rumania
Dantas et al. 2014 7.5 Brasil
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Los estudios sobre Toxoplasma gondii en perros ha mostrado una distribucién
mundial en muchas especies incluyendo el humano (Ming Wu y col., 2011). Por su alto
potencial zoondtico y las repercusiones econdémicas en la produccién animal y puesto que
el perro juega un papel importante en su transmision se han realizado diversos estudios
para saber la prevalencia de éste parasito a nivel mundial utilizando igualmente diversos
métodos diagndsticos (tabla 4), tales como y técnicas de ELISA. MAT: Modified
Agluttination Test, IHA: Indirect haenagglutination, LAT: Latex Agglutination Test, SFDT:
Sabiin Feldman Dye Test, (Jittapalapong et al., 2007).

Tabla 4. Prevalencia de anticuerpos contra T.gondii en perros

Pais Rango (%) Autor/afio
Australia* 100 Al-Qassab et al., 2009
Austria 26 Dubey, 2008
Angola 15.5 Lopes et al., 2014
Brasil 21.08 -57.6 Fridlund et al., 2011; Langoni et al., 2012
China 6 -40.3 Ming et al., 2011; Lin et al., 2013
Colombia 16.8 Dubey, 2008
Grenada 48.5 Dubey, 2008
Iran 10.1-26.8 Hosseininejad y Hosseini, 2011; Khanmohammadi

y Ganiji, 2012.
México 51.5-67.3 Dubey et al., 2007; Alvarado et al., 2014
Pakistan 46.8 Jadoon et al., 2009
Peru 24 Ruiz et al., 2012
Republica Checa 63 Dubey, 2008
Romania 50 Enachescu et al., 2013.
Tailandia 9.4 Jittapalapong et al., 2007
Taiwan 24.6 Dubey, 2008
Trinidad y Tobago 30.2 Ali et al., 2003
Turquia 92 Kilic et al., 2008
Sri Lanka 67.4 Dubey, 2008
USA* 100 Tarlow et al., 2005

* Reportes de casos clinicos y seroprevalencia.

La Toxoplasmosis en comparacion con la Neosporosis no ha sido tan estudiada en
cuanto a seroprevalencia en los caninos, si en otras especies y en humanos por su
potencial zoondtico, sin embargo conocer la situacion de nuestro pais y de Aguascalientes
es de suma importancia debido a los riesgos que puede llegar a generar esta enfermedad.

La seroprevalencia en varias partes del mundo sugiere que los perros de
diferentes regiones, tanto de areas rurales y urbanas, tiene riesgos de infecciones por
parasitos como N. caninum y T. gondii (Dantas-Torres y Otranto 2014). En varios paises

se han realizado estudio seroepidemiolégicos de T. gondii y N. canimun a nivel
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hospitalario para conocer la seroprevalencia de los pacientes que se atienden, por
ejemplo, Azevedo et al., (2004) realizaron un estudio en Brasil con 286 muestras de
perros utilizando la prueba de inmunofluorescencia indirecta, obteniendo prevalencias de
45.1% para toxoplasmosis y 8.4% para Neosporosis. Otro estudio realizado por Junior
(2011) en el mismo pais con la misma prueba, pero con 400 muestras, arrojaron
resultados de 12.3% de presentacion de anticuerpos anti-N. caninum.

En el sureste de Romania en el 2013, Enachescu et al., en un estudio con 92
muestras mediante una prueba de ELISA obtuvieron una prevalencia de 8.7% para
Neosporosis y 50% para Toxoplasmosis. Sharma et al., (2014) realizaron un estudio en la
India, en busca de Toxoplasmosis con 652 muestras utilizando el método de ELISA
obteniendo una prevalencia del 33.4 % de seropositividad ante ésta enfermedad.

Los estudios realizados en pacientes con manifestaciones clinicas han sido
realizados en América del sur; Mineo y su grupo (2001) realizaron pruebas mediante IFAT
y ELISA en 163 pacientes caninos para conocer la seropositividad de éstas enfermedades
encontrando seropositivad de 36% para T. gondii y 6.7% ante N. caninum. Fridlund et al.,
(2011) realizaron un estudio similar con 147 pacientes usando IFI obteniendo 11.56% y
21.08% de seropositividad ante N. caninum y T. gondii respectivamente. En el 2012,
Langoni y sus colaboradores determinaron la seroprevalencia de ambas enfermedades en
50 perros obteniendo 22% de seropositividad para toxoplasmosis y 14% para
Neosporosis, mediante el uso de IFI y PCR. En ese mismo afio Ruiz y su grupo,
realizaron en Lima un estudio de casos y controles con 96 y 120 muestras
respectivamente utilizando la prueba de IFI, obteniendo una frecuencia de 24.0 + 8.5% y
de 3.3 = 3.1 para perros con y sin afecciones neuromusculares ante T. gondii,
respectivamente, y para N. caninum fue de 5.2 + 4.4 y de 1.7 £ 2.5 para perros con y sin

afecciones neuromusculares, respectivamente.

1.1.6 Diagnéstico

1.1.6.1 Hallazgos de laboratorio clinico

La aproximacion diagnostica clinica de la Neosporosis y Toxoplasmosis puede lograrse
mediante un conjunto de analisis tales como el hemograma y la quimica sanguinea. En la
Neosporosis los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos resultan variables y dependen del
sistema de 6rgano afectado. Con la enfermedad muscular, se ha observado aumento en

las actividades de la creatinina quinasa (CK) o de la aspartato amino transferasa (AST).
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Los perros con inflamacion hepatica tienen un incremento de las actividades de la alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) en suero. Los trastornos en el liquido
cefaloraquideo (LCR) incluyen aumento leve en las concentraciones de proteinas (mayor
a 20 y menor a 150 mg/dL) y de células nucleadas (mas de 10 y menos de 100
células/dL). El recuento diferencial de leucocitos, incluye, en numeros decrecientes,
linfocitos, monocitos macréfagos, neutréfilos y eosinoéfilos. Los resultados del LCR pueden
encontrarse normal en algunos perros. (Willard y Tvedten, 2004). Estos andlisis aportan
informacién importante para saber conocer el estado de salud del animal, sin embargo por
si solos no dan un diagndstico definitivo.

En gatos y perros con toxoplasmosis sistémica aguda, los parametros bioquimicos
y hematolégicos de rutina pueden resultar con alteraciones patoldgicas. Se observa con
frecuencia la presencia de una anemia no regenerativa, leucocitosis neutrofilica,
linfocitosis, monocitosis y eosinofilia, Los trastornos bioquimicos durante la fase aguda de
la enfermedad incluyen hipoproteinemia e hipoalbuminemia. En algunos animales con
necrosis muscular y hepatica aguda, se advirti6 un aumento marcado en la actividad
sérica de ALT y AST. La actividad de la creatinina cinasa en suero tiene un incremento
en los casos en que se desarrolle necrosis muscular y los niveles de bilirrubina, se
incrementan en animales con necrosis hepatica aguda (Willard y Tvedten, 2004).

De manera general se recomienda realizar siempre estudios integrales que en

definitiva contribuiran a saber el estado general del paciente.

1.1.6.2 Citologia
Los taquizoitos de N. caninum pueden detectarse en los aspirados Yy frotis de cualquier
tejido o liquido del cuerpo. Estas reacciones cruzadas con T.gondii pueden detectarse en
el liquido cefaloraquideo (LCR) o los aspirados o biopsias del tejido de algunos perros
mediante la inmunotincién, asi como en los frotis sanguineos de sangre con cualquier
coloracion. Se han desarrollado métodos diagnosticos mediante anticuerpos
monoclonales para la tincion histoquimica, que permite reconocer los diferentes
organismos. La biopsia del muasculo afectado puede llevar a un diagnostico definitivo
cuando se detecta el parasito. Los taquizoitos pueden visualizarse en los tejidos, liquido o
muestras citopatolégicas (Greene, 2006).

Durante la enfermedad aguda de la toxoplasmosis, la citologia permite detectar

taquizoitos en varios tejidos y fluidos del cuerpo. En raras oportunidades se los puede
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encontrar en la sangre, LCR, aspiraciones con aguja fina y lavajes transtraqueales o
broncoalveolares, no obstante, son mas comunes en los liquidos toracicos y peritoneales
de los animales que desarrollan efusiones toracicas o ascitis. En estos liquidos corporales
se suelen observar cambios inflamatorios. (Greene, 2006). Si existe sospecha de la
presencia de alguno de estos dos parasitos la citologia podria ser considerada como una
herramienta diagndéstica, sin embargo se necesita experiencia por parte del patélogo que
examina la muestra asi como de la experiencia del clinico en tomar una muestra del lugar
correcto de la manera apropiada debido a la propagacién multisistémica de estas

enfermedades.

1.1.6.3 Radiologia

En la toxoplasmosis, los hallazgos de las radiografias toracicas, consisten en un patrén
difuso intersticial o alveolar, con una distribucion lobular moteada. En animales con
afeccion grave se advirti6 un aumento en la densidad homogénea simétrica difusa,
pudiera observarse efusion pleural leve. Las radiografias abdominales pueden mostrar
masas en el intestino o en los ganglios linfaticos mesentéricos, o mayor densidad
homogénea como resultado de una efusion. La falta de contraste en el cuadrante
abdominal derecho puede indicar pancreatitis. Los cambios ecograficos abdominales
pueden incluir agrandamiento del tejido o de un érgano como consecuencia de la
inflamacién o de la formacién de granulomas. Las lesiones dentro del SNC pueden
detectarse mediante mielografia, tomografia computarizada o resonancia magnética
(Schwarz y Johnson, 2008). Si se presentan signos respiratorios los hallazgos
radiograficos encontrados nos aportara informaciéon especifica a nivel toracico pero no nos
permitira conocer la etiologia de la enfermedad. Utilizar herramientas de imagen
diagnostica ayudara al clinico a conocer la situacion del paciente, sin embargo por ser una
enfermedad no diagnosticada frecuente, aun existiendo cambios radiograficos
encontrados por el clinico no dara el diagnéstico definitivo, pero si ampliaria las

posibilidades de causas patologicas de enfermedad.

1.1.6.4 Examen fecal
En las heces caninas, los oocistos de N. caninum son morfolégicamente muy similares a
los de Hammondia heydorni. La diferencia entre estas dos especies se ha determinado

mediante el andlisis critico de personal experto en el area. Puede haber reacciones
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inmunoldgicas cruzadas entre otros parasitos y los de N. caninum. A pesar de la alta
prevalencia de los anticuerpos séricos especialmente en gatos en todo el mundo, la de
oocistos de T. gondii en las heces es baja. Dado que la eliminacion de oocistos ocurre 1 o
2 semanas después de la primera exposicion, resulta muy poco frecuente detectar
oocistos en el examen fecal de rutina. Debido a su parecido con Hammondia hammondini,
Besnoitia orcytofelis Hammondia hammondini, Besnoitia orcytofelis y Besnoitia darlingi su
diferenciacion ocupa un examen molecular (Razmi, 2009). A pesar de que el examen
coproparasitocopico es una prueba de facil realizacion y que puede ser realizada dentro
de un consultorio clinico, la escasa o nula practica para diferenciar éste tipo de parasitos
resulta ser un trabajo especializado para un médico general; no obstante un patélogo e

incluso un parasitlogo podrian realizar la identificacion de estos parasitos.

1.1.6.5 Pruebas seroldgicas

La demostracion de los anticuerpos para N. caninum y T. gondii en suero puede colaborar
en el diagnéstico de la neosporosis. Los ensayos han incluido prueba de anticuerpos
IFAT, ELISA y PCR, entre otras (Dubey y Schares, 2011).

Una vez infectados, los animales albergan los quistes tisulares durante toda la
vida, lo cual estimula una respuesta inmunolégica humoral a largo plazo. Los estudios
seroldgicos indican que las infecciones con T. gondii prevalecen en todo el mundo. La
seroprevalencia de seropositividad aumenta con la edad del animal, debido a la
posibilidad de exposicion mas que a la susceptibilidad. Se han utilizado multiples pruebas
seroldgicas para la detecciéon de anticuerpos en el diagnéstico de la toxoplasmosis
(Nelson y Couto, 2010).

Se dispone de pruebas en las cuales el observador juzga el color de los
taquizoitos al microscopio, tal como sucede con la prueba de tincién (DT) y la prueba
IFAT. Otra prueba depende del principio de aglutinacion de taquizoitos de Toxoplasma,
glébulos rojos o particulas de latex, como sucede con la prueba de aglutinacion directa
(PAD), Hemaglutinacion indirecta (IHA) y la prueba de aglutinacion en latex (LAT),
respectivamente. Con el ELISA, el cambio en la intensidad de color define la cantidad de
anticuerpo especifico en una solucion dada (Dubey, 2008).

Para los ensayos de IFAT, se busca la reaccién del suero mediante el cultivo
celular de N. caninum. Los resultados de esta prueba pueden variar entre los laboratorios;

no obstante, en uno de los laboratorios de referencia, los valores de 1:50 o mas se
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consideran positivos y por lo general llegan a 1:800. Pueden encontrarse titulos positivos
en perros con exposicion previa, que pueden estar infectados pero suelen permanecer
asintomaticos, con valores de 1:800 o mas durante afios. Los titulos de IgG en la prueba
de IFAT en la mayoria de las especies aumentas 1 o 2 semanas luego de la infeccion. Los
resultados més elevados, se obtuvieron en perros con infeccion clinica en comparacion
con aquellos con infeccién subclinica, y en los animales cuya enfermedad fue mas
prolongada. Sin embargo, no se ha detectado ninguna correlacion entre la magnitud de
los titulos y las manifestaciones clinicas (Devens, 2010).

Los valores parecieran tener una alta especificidad en diluciones de sueros
mayores; en ocasiones los animales con infeccion confirmada post histologia, presentan
titulos bajos. Los anticuerpos maternos pueden pasarse desde la madre a la cria, lo cual
ocasiona resultados falsos positivos; sin embargo, estos nivelen desaparecen en los
perros sin infeccién a los 32 dias de vida (Dubey et al., 2007).

La prueba IFAT es un método simple y se utiliza ampliamente. Los taquizoitos
intactos y muertos de Toxoplasma se incuban con el suero problema diluido, se afade el
antisuero especifico anti especie fluorescente apropiado, y el resultado se visualiza
entonces con un microscopio de fluorescencia. Se dispone de anticuerpos marcados con
fluorescencia para una variedad de especies animales; el método es relativamente
economico y se encuentran disponibles los kits adecuados. Sin embargo, el método
requiere un microscopio de fluorescencia y como los datos son interpretados visualmente,
se pueden producir variaciones subjetivas. Puede resultar dificil encontrar algunos
conjugados especificos de las especies y existe riesgo de una posible reaccién cruzada
con anticuerpos frente al factor reumatoide y con anticuerpos antinucleares (Dubey,
2008).

La prueba llamada Test de Aglutinacion Modificado (MAT) que tiene un principio
de accion similar al IFAT, ésta prueba acorde a un estudio realizado por Macri, et al.,
(2009) tiene una buena confiabilidad comparada con la prueba de IFAT para detectar
pacientes caninos seropositivos.

Los métodos de ELISA para detectar los anticuerpos N.caninum, consisten en una
prueba directa de aglutinacion que mide la IgG y es tan sensible y especifica como la
prueba IFAT, con la ventaja de su utilidad dentro de una variedad de huéspedes. Los

anticuerpos de T. gondii no presentan reaccion cruzada con N. caninum en diluciones de
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1:50 o menos; por lo tanto los titulos de anticuerpos en suero o LCR ante T. gondii en
perros infectados con Neospora dan negativos (Devens, 2010).

La técnica original ELISA utiliza una preparacion de antigeno soluble realizada con
taquizoitos de la cepa de Toxoplasma y se coloca en pocillos de una placa de
microtitulacién. Se afiaden los sueros problema, seguido de un conjugado anti-especie
marcado con un enzima como puede ser IgG anti-ovina marcada con peroxidasa de
rabano. Cualquier conjugado adherido causa un cambio de color en el sustrato que es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo unido y puede ser leido con un
espectrofotbmetro a la absorbancia especifica del sustrato empleado. La técnica es
simple, permite ensayar un gran numero de muestras y es facil de realizar con el
conjugado anti-especie elegido. Se dispone comercialmente de conjugados anti-especies,
sustratos y kits completos. Sin embargo la técnica requiere un espectrofotometro (Dubey,
2008).

Las pruebas de ELISA permiten una sensibilidad y especificidad diagndstica y son
usadas para grandes cantidades de muestras. La mayoria han sido desarrolladas para el
serodiagndstico de ambas enfermedades con antigenos de superficie inmunodominantes
en pruebas de ELISA (Hosseininejad et al., 2010).

La prueba PAD es sensible y especifica. Se afiaden taquizoitos formalinizados de
Toxoplasma a pocillos con forma de U de placas de microtitulacién y se aplican las
diluciones de los sueros problema. Las muestras positivas produciran aglutinacién que
puede ser variable, mientras que las muestras negativas produciran un botén de
taquizoitos sedimentados en el fondo del pocillo. La prueba es simple y facil de realizar
aunque se requieren cantidades relativamente grandes de antigenos. Se dispone de kits
comerciales (Dubey, 2008).

Las pruebas de aglutinacion tienen la ventaja de ser independientes de la especie,
y estan disponibles en kits comerciales. La IHA no requiere antigeno vivo, pero tiene
menor sensibilidad que la de tincidn, la IFAT y ELISA. La prueba de aglutinacion en latex
es en cierto modo més sensible para la evaluacion seroldgica, sin embargo, no puede
utilizarse para distinguir tipos de inmunoglobulinas. La prueba de aglutinacién modificiada
(PAM) detecta solo 1gG, pero tiene sensibilidad extrema en comparacién con otros
estudios disponibles (Hosseininejad et al., 2009).

Recientemente se ha elaborado una PCR en tiempo real para la cuantificacion y

amplificacion de ADN. Es muy parecida a otros métodos PCR en uso y puede realizarse
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en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Tras cada ronda de amplificacion, los tintes
fluorogénicos se intercalan con el ADN bicatenario y los resultados, mostrados en una
representacion gréfica de la amplificacion, permiten la cuantificacion del ADN del parasito
de la muestra. Se ha utilizado la PCR en tiempo real para amplificar y cuantificar el ADN
del gen B1 de T. gondi. Esta cuantificacion del ADN del paréasito puede utilizarse para
establecer el numero de parésitos en los tejidos y los liquidos, tales como el liquido
amnidtico de pacientes sospechosos de infeccion congénita por T. gondii. La PCR en
tiempo real es un método muy sensible y especifico; no obstante es caro y requiere
sistemas de deteccidn especializados, por lo que la relacién precio/coste solo se justifica
si se utiliza en laboratorios en los que se analizan grandes cantidades de muestras
(Greene, 2006).

En el caso de N. caninum se ha usado la amplificacion del locus Nc5 (Galmhi et
al., 2008).Las diversas pruebas serol6gicas podran seran seleccionadas y utilizadas de
acuerdo al tipo de estudio, recursos financieros disponibles, asi las ventajas y desventajas
entre ellas. Como se menciond algunas son mayormente realizadas por la ventaja de
realizar estudios epidemioldgicos, sin embargo en importante recalcar que actualmente ya
estan disponibles kits individuales para detectar antigenos o bien anticuerpos que podrian
ser utilizados de manera rutinaria en la clinica diaria (Greene, 2006).

Para nuestro estudio se decidid optar por la prueba de ELISA indirecta debido a
los beneficios que ésta ofrece como rapidez, posibilidad de realizar desde 1 hasta mas de
40 pruebas a la vez, sencilla interpretacion y no se necesita de un gran equipo tecnoldgico
sofisticado sino de aparatos que pueden ser comunes encontrarlos en los diferentes
laboratorios de la mayoria de las universidades. Ademas, los costos que estas pruebas

tienen las hace mas asequibles para estudios epidemiolégicos en un ambito clinico.

1.1.7 Tratamiento

Aunque muchos perros mueren por Neosporosis, algunos han sobrevivido con un
tratamiento inicial a base de trimetroprim-sulfonamida o combinado con pirimetamina, en
algunos casos se ha dado tratamiento secuencial con clorhidrato de clindamicina o
clindamicina sola. Unos cuarenta principios activos han sido probados sobre cultivo
celular como el trimetoprim y algunos ionéforos como el lasalocid y monensina. Las
valoraciones in vitro demuestran actividad de macroélidos (azitromicina, claritromicina y

eritromicina), tetraciclinas (doxiciclina y minociclina) y lincosamidas (clindamicina). Para el

30



tratamiento de la neosporosis canina se han administrado clindamicina (11 a 32 mg/kg
dos a tres veces al dia), asociacion sulfatrimetropin (15 mg/kg dos veces al dia por 4 a 6
semanas (Dubey et al., 2002). En un estudio reciente con cachorros Beagle infestados de
forma natural, al administracion de clindamicina (75 mg/cachorro a las 9 semanas de edad
via oral cada 12 horas y posteriormente se duplico la dosis a las 13 semanas durante 6
meses) disminuyeron las manifestaciones clinicas de enfermedad, pero no elimind la
infeccion (Dubey y col., 2007b). La tabla 5, muestra, de manera sintética, tratamientos

establecidos y usados comUnmente para tratar la Neosporosis en perros.

Tabla 5. Tratamientos utilizados para la Neosporosis

Farmaco Dosis Via Frecuencia Duracién
(mg/kqg) (h) (Semanas)
Clindamicina 75al15 Oral o 8 4a8
15a22 Subcutanea 12
Oral o
Subcutanea
Sulfadimetoxina/Ormetoprima 1 Oral 24 2a4
Trimetoprima-sulfametaxol 15a20 Oral 12 4a8
10a 15 Oral 8 4a8

Greene, 2006.

En el caso de la toxoplasmosis los farmacos disponibles por lo general suprimen la
reproduccion de T. gondii, pero no son del todo eficaces en la exterminacion del parasito.
La clindamicina es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la toxoplasmosis clinica
en perros y gatos. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad por lo general
comienzan a resolverse a las 24 o 48 horas de iniciado el tratamiento. El apetito mejora,
desaparece la hiperestesia. Los déficits de neurona motora inferior y atrofia muscular
pueden tardar semanas en mostrar mejoria. Los déficits neurolégicos pueden no
resolverse por completo, debido al dafio permanente causado por la inflamacion del SNC.
La combinacion de pirimetamina con sulfonamidas de rapida accion como la sulfadicina,
sulfametacina, sulfameracina y combinaciones de tres sulfas, mostraron un efecto
sinérgico en el tratamiento de toxoplasmosis sistémicas (Nelson y Couto, 2010). La tabla

6 muestra los tratamientos utilizadas para la toxoplasmosis en perros.
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Tabla 6. Tratamiento para la Toxoplasmosis

Farmaco Dosis Via Frecuencia Duracion
(mg/kqg) (h) (semanas)
Clindamicina 3al3 Oral, 8 4
10a 20 Intramuscular 12 4
30 Oral, 12 4
Intramuscular
Oral
Sulfadimetoxina/ 0.25-0.5 Oral 12 4

Ormetoprima

Trimetoprima-sulfametaxol 15 Oral 12 4

Greene, 2006.

1.1.8 Prevencion

En la Neosporosis, se ha detectado un enlace epidemiol6gico entre perros y ganado
vacuno, por lo que se ha de disminuir al maximo la contaminacion fecal de perros en
piensos de ganado, y no se debe permitir a los perros que ingieran placentas de bovinos.
El consumo de carne cruda es un factor de riesgo para los perros y debe ser evitado
(Reichel et al., 2007). ElI comportamiento de caza en perros ha de ser restringido en la
medida de lo posible. Las perras que paran cachorros afectados no deberian
reproducirse. No se han de administrar glucocorticoides a animales seropositivos, ya que
existe un riesgo potencial de activacion de la infeccién (Tarlow et al., 2005).

La prevencion de la toxoplasmosis en perros y gatos involucra medidas para
intentar reducir la incidencia de infecciones felinas y la posterior diseminacién de oocistos
en el medio ambiente. Se debe evitar que las mascotas domésticas salgan a cazar o
ingieran huéspedes intermediarios potenciales o vectores mecanicos, tales como
cucarachas, lombrices de tierra y roedores. Si se les da carne, ésta debe estar

perfectamente cocida (Nelson y Couto, 2010).

1.1.9 Consideraciones de salud publica

Se dispone de varios reportes de estudios epidemiol6gicos en busca de anticuerpos
contra N. caninum en poblaciones humanas con resultados con seroprevalencias desde
6.7 hasta 72% (Petersen, et al., 1999; Tranas, et al.; 1999 y Labato et al., 2006. Sin
embargo, el microorganismo no se ha aislado a partir de tejidos humanos, por lo que el
potencial zoondtico esta aun por demostrar (Dubey et al.,, 2007a). Al ser los perros el

huésped definitivo de éste parasito, continuar en busqueda actualizada sobre la
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seroprevalencia en nuestro estado aportard informacion clinica sabiendo la importancia
del rol que juegan los caninos en la transmision de ésta enfermedad.

En contra parte, para todo el mundo, cerca de 500 millones de personas tienen
anticuerpos de T.gondii (Dubey, 2008). Dependiendo de la region geografica se estima
que entre un 15 y un 85% de la poblacion humana se encuentra asintomaticamente
infectada. Se reporta una seroprevalencia hasta del 75.4% en paises como Nigeria. Los
seres humanos se infectan al ingerir quistes viables de la carne cruda o mal cocida, u
oocistos eliminados en las heces de un gato con infeccion reciente. Las infecciones
inducidas por oocistos en personas pueden ser mas graves que aquellos productos de la
ingestion de quistes del tejido (Dubie, et al., 2014).

Los brotes transmitidos por el agua pueden ocurrir en forma esporadica al
contaminarse las fuentes de agua con heces de gatos domésticos o salvajes. La infeccion
transplacentaria de los fetos ocurre a partir de la propagacion de los taquizoitos cuando
una mujer embarazada se infecta por primera vez. La supervivencia de los oocistos es un
determinante de importancia para la distribucién y mantenimiento de la enfermedad en la
naturaleza (Greene, 2006).

Los oocistos, esparcidos por los gatos, contaminan el medio ambiente y son
ingeridos por los animales herbivoros, que luego infectan a los carnivoros de los
siguientes eslabones de la cadena alimentaria. Los oocistos esporulados pueden
sobrevivir hasta 18 meses en condiciones climaticas no favorables y son resistentes ante
la mayoria de los desinfectantes. Los perros que comen heces de gato pueden actuar
como vectores de transporte para oocistos esporulados, dado que los esparciran en las
heces durante 2 dias después de haberlos ingeridos. Si bien los oocistos resultan claves
en la epidemiologia de la toxoplasmosis, en la mayoria de los estudios no se detecto
ninguna correlacién directa entre la toxoplasmosis y la tenencia de gatos (Greene, 2006).

Se ha reportado toxoplasma en comida animal en muchos paises indicando la
significancia de comida animal en la epidemiologia de la Toxoplasmosis, en el 2013 Lin y
colaboradores realizaron un estudio mediante PCR en el cuél no solo evaluaron suero de
diferentes animales, sino érganos que son ingeridos de manera comudn en la alimentacion
diaria de algunas con lo que se corrobora que las personas pueden contagiarse mediante
la ingestién de alimentos.

En otro estudio realizado en Francia en el afio 2008 por Robert y Klein mencionan

gue la presencia de anticuerpos ante N. caninum en pacientes en buen estado de salud
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es practicamente imposible, sin embargo comentan que en pacientes
inmunocomprometidos con enfermedades como el Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) la presencia de anticuerpos puede hacer suponer la presencia del parasito en el
huésped humano. En éste mismo estudio se observé reaccion cruzada entre N. caninum y
T. gondii de antigenos homélogos, lo que sugiere una estimulacion del sistema inmune de
tipo policlonal por lo que al tener una sospecha de alguna de estas enfermedades es de

vital importancia la eleccién de una prueba adecuada.

Considerando los antecedentes anteriores, se hace necesario averiguar la relacién entre
las manifestaciones clinicas neuroldgicas y respiratorias asociadas a la Neosporosis y
Toxoplasmosis, con la presencia de anticuerpos en perros atendidos en el HV-UAA, con
el propésito de no subestimar estas enfermedades desde el punto de vista diagndstico.
Esto permitird una intervencion médica eficaz y oportuna, asi como implementar medidas

de preventivas especificas mediante la identificacion de factores de riesgo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
Las manifestaciones clinicas de enfermedad neuroldgica y respiratoria en los caninos se

asocian a la presencia de anticuerpos anti Neospora caninum y anti Toxoplasma gondi.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacién entre manifestaciones clinicas neurolégicas y respiratorias en
perros con la presencia de anticuerpos anti Neospora caninum o Toxoplasma gondii, para

proponer intervenciones médicas eficaces y oportunas.

2.2.1 Objetivos especificos

2.2.1.1 Detectar la presencia de anticuerpos contra Neospora caninum en pacientes
atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes que

presenten manifestaciones clinicas compatibles con dafios neuroldgico y respiratorio.

2.2.1.2 Detectar la presencia de anticuerpos contra Toxoplasma gondii en pacientes
atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes que
presenten manifestaciones clinicas compatibles con dafios neuroldgico y respiratorio.

2.2.1.3 Caorrelacionar la presencia de los anticuerpos contra Neospora caninum vy
Toxoplasma gondii en pacientes con manifestaciones clinicas neuroldgica y respiratoria

con factores de riesgo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en la ciudad de Aguascalientes, localizada en las siguientes
coordenadas geograficas: al Norte 22° 277; al Sur 21° 38" de latitud norte; al este 101° 53"
y al oeste 102°52°de longitud oeste. El tipo de clima es de caracter semiseco, se le
denomina también seco estepario, se caracteriza porque en él la evaporacién excede a la
precipitacion, y estd asociado principalmente a comunidades vegetativas del tipo de
matorral desértico y vegetacion xerdfila. Se localiza en casi todo el estado cubriendo

aproximadamente el 86.30% de la superficie (Figura 5).

Figura 5. Sitio de estudio. Tomado de. http://maps.google.com.mx/

La lluvia media anual oscila entre los 500 y los 600 mm y la temperatura media
anual es superior a los 18°C. La méaxima ocurrencia de lluvias oscila entre los 110 y 120
mm, registrandose en el mes de junio. La minima se presenta en el mes de marzo con un
rango menor de 5 mm. El régimen térmico mas calido se registra en mayo con una
temperatura entre los 22 y los 23°C, siendo el mes mas frio enero con una temperatura de
13 a 14°C, la altitud de la ciudad capital es de 1870 metros.
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El estudio se realiz6 en el HV-UAA, ubicado en la calle Guadalupe Gonzéalez

numero 603, colonia Ciudad, Universitaria. Figura 6.
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Figura 6. Hospital Veterinario. Universidad Autbnoma de Aguascalientes (HV-UAA)

El HV-UAA es un hospital de referencia a nivel estatal. Durante el estudio el HV-
UAA recibi6 un aproximado de 3141 pacientes tanto de la ciudad capital como de
municipios del estado, 1073 fueron pacientes de medicina interna. Al ser una de las
clinicas mas reconocidas del estado que cuenta con una amplia infraestructura arriban a
ella pacientes de todo tipo, teniendo en cuenta que la poblacion canina de Aguascalientes
se reparte en los diferentes municipios del estado un aproximado del 30% del total de la
entidad de Aguascalientes son atendidos en el HV-UAA. El 96% de los pacientes
muestreados fueron procedentes de la capital de Aguascalientes, el 4% restante del

municipio de Pabellén de Arteaga.
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3.2. DISENO GENERAL DE LA INVESTIGACION
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3.2.1. Tipo de estudio y seleccion de perros

Para probar la hipétesis y cumplir los objetivos, se realizé un estudio descriptivo,
prospectivo y correlacional. Para ello se realiz6 un muestreo por conveniencia no
probabilistico (Thrusfield, 1995), en el que se seleccionaron a perros de cualquier edad,
raza y género, que fueron atendidos en el HV-UAA y que cumplieron con los criterios de
inclusion (manifestaciones clinicas de afeccidon neuroldgica y/o respiratoria y que los
propietarios 0 responsables otorgaron la aceptacibon mediante el consentimiento
informado para incluirlos en el estudio). De igual forma por cada paciente con
manifestaciones clinicas se obtuvo una muestra de un perro control es decir, asintoméatico
gue cumplié con caracteristicas similares al paciente enfermo. Los pacientes que ocurren
al HV-UAA proceden de las delegaciones de la ciudad, lo que permitié diferenciar las
zonas con diferentes niveles de anticuerpos segun el caso.

A los propietarios de los pacientes tanto de nuevo ingreso, como los que asisten
de forma constante al HV-UAA, se les solicitd informacion clinico zootécnica como
protocolo previo a su consulta. Si en el examen fisico general (EFG) realizado por alguno
de los médicos del Hospital y en los antecedentes clinicos se encontraban condiciones
compatibles con las enfermedades estudiadas (Neosporosis y Toxoplasmosis), se solicito
a los propietarios su consentimiento para incluir a su mascota en el estudio y tomarle una
muestra sanguinea. El HV-UAA se comprometi6 a informar a propietarios de los
resultados de los andlisis realizados.

El examen fisico fue esencial en cada caso y se incluyeron los signos vitales
(temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, etcétera), la evaluacion fue
ordenada y sistematica, de acuerdo con Birchard y Sherding (1996). El examen fisico se
realizd6 metddicamente y con el menor estrés posible para el paciente comenzando desde
cabeza para llevar por completo el examen oftadlmico (revisando desde las estructuras
externas como son parpados, pestafias, revision externa del globo ocular y anexos, el ojo
se revisO usando el oftalmoscopio comenzando con las dioptrias desde 20 a menos 2
para evaluar desde cornea, cdmara anterior, iris, cristalino, camara posterior, vitreo, retina
y fondo de 0jo). Se continué con revision de, cuello, térax incluyendo una inspeccion
detallada del corazon (frecuencia, ritmo y valvulas) y campos pulmonares (bilateral). El
examen pulmonar se realiz6 examinando mediante auscultacion y percusion. La
auscultacion se inici6 en la region laringea y trdquea cervical; posteriormente se

auscultaran los campos pulmonares, teniendo como limite craneal el borde craneal de la
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escapula dorsalmente por la columna vertebral y masas musculares (Ford, 1982). La
realizacion minuciosa de los campos pulmonares se realiz6 en busqueda de sonidos
respiratorios anormales como crepitacion, sibilancias o estridores. Posteriormente se
continué con revision de abdomen (craneal, medio y caudal) permitiendo palpar los
diferentes Organos dentro de esta cavidad, terminando en inspeccion de Organos
genitales externos. Se procedid a revisar por completo la piel. En el examen
dermatol6gico se reviso el aspecto del pelo, palpacion y observacion en busca de zonas
alopécicas, inflamacion, noédulos, costras y fistulas. La turgencia de la piel y los espacios
interdigitales (Schaer, 1991).

Debido a que tanto la Toxoplasmosis como la Neosporosis incluyen
manifestaciones clinicas neuroldgicas, el propésito del examen neurolégico fue
establecer la localizacibn de una lesion; se observd la capacidad de locomocion del
paciente y la calidad de la misma. Se evalu6 la marcha; la habilidad de ponerse de pie y
moverse para constatar que las vias motoras y sensorias estuvieran intactas y permitieran
la deambulacion. El examen de las vias aéreas se realizd de una forma sistematica de
vias altas a bajas para su valoracion integral (Santoscoy, 2008). Se comenzé por evaluar
la habilidad de ponerse de pie y moverse ya que se requiere que las vias motoras y
sensorias estén intactas y se permita el desplazamiento. Se continu6 evaluando la
marcha ya que si el paciente tenia alguna alteracion se asocia a una lesion en el cerebelo
0 en las vias cerebelares (Lorenzo, 2007). La espasticidad es el tono muscular
incrementado, se revis6 ya que es un hallazgo frecuente de la alteracion de las NMA. Se
evalud si existia paresia pues indica relajacion e implica debilidad de la funcion muscular,
sin embargo se mantiene movimiento voluntario remanente. Se siguio con la exploracion
de los segmentos espinales: estos segmentos son: el segmento cervical anterior (C2 a
C4); el segmento cérvico toracico o agrandamiento cervical (C5 a T2); el segmento
toracolumbar (T3 a L3); el segmento lumbosacro o agrandamiento lumbar (L4 a S2)
(Santoscoy, 2008). El clasificar al reflejo espinal en una de estas categorias es
esencial para la localizacion de la lesion en la médula espinal (Lorenzo, 2007). Se reviso
las anormalidades en la sensibilidad para la caracterizacion de la afeccién. Se verificaron
anormalidades motoras, sensorias, de reflejos y de los esfinteres asi como la diferencia
funcional entre las NMA y las NMB (Santoscoy, 2008). Se evaluaron los reflejos
miotéticos, los cuales son importantes para la regulacion de la postura y el movimiento.

Los reflejos que comunmente se evallan incluyen al patelar, el tibial craneal, el
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gastrocnemio, el extensor carporadial, el triceps y el biceps. Estos reflejos reciben un
valor para poder registrarlos en el expediente. En una escala del O al 4 se registran de
la siguiente manera: (0O = sin reflejo, 1 = hiporreflejo, 2 = normal, 3 = exagerado y 4 =
exagerado con clonos). La respuesta exagerada indica lesion de las NMA. La respuesta
deprimida o ausente se asocia a la lesién en las NMB. Frecuentemente las razas grandes
presentan una respuesta refleja mas rapida que las razas pequefias (Lorenzo, 2007)

Para unificar criterios y para facilitar la recoleccion de datos clinicos de cada
paciente se llendé de manera inicial una hoja de ingreso general (Anexo 1). Acorde a las
manifestaciones clinicas que cada paciente manifest6 se llené de manera adicional los
anexos acorde a los sistemas que pudieran estar afectados. Examen neurolégico (Anexo

2), examen oftalmoldgico (Anexo 3), examen dermatoldgico (Anexo 4).

3.2.2. Ndmero de muestras

El ndmero de muestras obtenidas fue de 92 caninos incluyendo 46 muestras de pacientes
gue presentaron manifestaciones clinicas (neurolégicas, respiratorias 0 ambos) y 46
muestras de pacientes asintomaticos que sirvieron como control. La muestra estimada fue
de 88 muestras seroldgicas, sin embargo debido al nimero de pruebas disponibles y para
ampliar el numero de pacientes incluidos en el estudio se decidi6 realizar 92 muestras por

duplicado.

3.2.3. Obtencion de la informacion clinico zootécnica

Para obtener los antecedentes de los pacientes, se disefio una hoja de ingreso general
(Anexo 1) y, al momento de obtener la muestra, se solicito a los duefios de los pacientes
los siguientes datos generales: nombre del paciente, edad, género (hembra o macho),
raza (mestizos (no reconocidos por la Federacion Candfila Mexicana (FCM) ) o razas
puras (razas reconocidas por la FCM), alimentacion (croquetas o mixto (los propietarios
incluyen junto con sus croquetas algun tipo de alimento elaborado por ellos mismos),
motivo de ingreso al hospital o bien manifestaciones clinicas de enfermedad presentados
con anterioridad o recientemente, habitos de paseo y si convivian (es decir tiene contacto
en su habitat o al momento de salir a recreacidbn con algun otra especie) 0 no
(especificando la especie). Los datos obtenidos se registraron en una base de datos
(Anexo 5).
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3.2.4. Obtencién de muestras sanguinea

Para la obtencién de sangre se puncioné la vena yugular en perros chicos y la vena
cefélica en el caso de perros grandes. El area de muestra se preparé previamente,
aplicando la asepsia necesaria para la toma de muestra depilando el area y limpiandola
con una torunda de algoddn impregnada con alcohol de 96°. Posteriormente la sangre se
transfiri6 a un tubo de vidrio 13x75 mm sin anticoagulante, se dejé reposar la muestra de
15 a 30 minutos para permitir que coagulara la muestra, posteriormente se procedié a
centrifugar la muestra a 1,000 rpm durante 15 minutos; se almacenaran dos alicuotas en
microtubos de plastico Eppendorf de 1.5 mL con tapa de presién. Se identificaron y se
mantuvieron en congelacién (-80°C) hasta su analisis (Yan., et al. 2012). Las muestras

tomadas, se mantuvieron en congelacién (-80°C) hasta su analisis mediante ELISA.

3.3. METODO DE ANALISIS

3.3.1. Materiales y reactivos. Se muestran en el anexo 3.

El anélisis de las muestras se realiz6 mediante kits comerciales (IDvet®, Francia). Los kits
se conservaron a una temperatura de 2 a 8 °C y los sustratos alejados de la luz. Los

reactivos se prepararon 10 minutos antes de su procesamiento.

3.3.2. Desarrollo de la técnica analitica

Las técnicas para detectar la presencia de anticuerpos contra N. caninum y T.gondii son
muy diversas desde pruebas como MAT, IFAT, PCR, ELISA, entre otras. A nivel mundial
se han realizado estudios para conocer la seroprevalencia de estas enfermedades tanto
en perros, gatos, cerdos y una variedad de especies con el propésito de disponer de
informacion que permita tomar mejores decisiones en el manejo de las enfermedades.
Para nuestro estudio de decidié utilizar la prueba de ELISA indirecta ya que se acepta
como una de las pruebas validadas para determinar la presencia de anticuerpos para los
parasitos de interés. Conforme a estudios previos realizados en 1998 por Packham, et al.,
definieron la técnica de ELISA como una “Prueba de Oro” para la determinacion
serolégica de anticuerpos de N. caninum. Mas recientemente Ghalmi, et al., 2014
concluyeron que mediante el uso de la prueba de ELISA se obtenian resultados con
mayor sensibilidad y especificidad. Por otro lado Zhu, et al.,, 2012 consideraron que la
técnica de ELISA es més satisfactoria en evaluar la T. gondii en perros. Si bien se dispone

de una gama amplia de pruebas para ambas enfermedades, esta técnica ha sido usada
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en mayor medida debido a la facilidad de poder analizar desde decenas a centenas de
muestras en cortos periodos.

Estudios similares realizados por Enachescu, et al., 2013 y Sharma, et al., 2014
utilizando kits comerciales (IDvet®, Francia) mostraron resultados con una especificidad y
sensibilidad del 100%. Por esta razon, el analisis de las muestras se realiz6 mediante
estos recursos.

Para deteccion de anticuerpos ant-Neospora caninum se utilizé un kit Id Screen ®
Neospora Caninum indirect multi species ELISA Kit. El procedimiento se describe de
forma breve a continuacion: Se aplicaron 90 microlitros (uL) de diluyente 2 en todos los
pocillos, 10 pL del control negativo en los pocillos A1 y B1 asi como 10 uL del control
positivo en los pocillos C1 y D1. Se colocaron 10 L del suero de cada muestra a valorar
(46) en los pocillos restantes realizando la prueba por duplicado. Las muestras se
incubaron a 21°C durante 45 +4 minutos. Se realizé el lavado de los pocillos 3 veces con
300 pL de la solucion de lavado. El conjugado se prepard 1X diluyéndolo 10X al 1:10 con
el diluyente 3. Se distribuyeron 100 uL del conjugado 1x a todos los pocillos y se incub6 a
30 (£3) minutos a 21°C (5). Todos los pocillos se lavaron 3 veces con 300 pL de la
solucién de lavado evitando que los pocillos se secaran. Se aplicaron 100 pL de la
solucién de revelacion a todos los pocillos y se incubaron a 15 (+2) minutos a 21 °C (£5)
en la oscuridad. Se aplicaron 100 L de la solucién para detener la reaccion a todos los
pocillos. Posteriormente se leyeron en el espectrofotémetro a densidad Optica de 450nm.

El ensayo se considero valido ya que de acuerdo a las indicaciones del fabricante,
la densidad del control positivo fue mayor a 0.350. La interpretacion de cada muestra se

obtuvo mediante el cociente S/P (Tabla 7.)

Tabla 7. Interpretacion para la prueba de Elisa para N. caninum

RESULTADO ESTADO
S/IP < 40% Negativo
40% < S/P <50% Dudoso
50% < S/P <200% Positivo
S/P > 200% Altamente positivo

S LDO(Suero) - DO(CN))

% — =100
P DO(CP)—DO(CN)
Donde:
OD=Densidad 6ptica
CN=Control Negativo
CP=Control Positivo
%S/P= Muestra al positivo
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Para la deteccibn de anticuerpos ant-Toxoplasma se utiliz6 Id Screen ®
Toxoplasmosis indirect multi species ELISA Kit. El procedimiento se describe de forma
breve a continuacion: Se distribuyeron 90 pL de diluyente 2 en todos los pocillos, 10 pL
del control negativo en los pocillos Al y B1 asi como 10 pL del control positivo en los
pocillos C1 y D1. Se afadieron 10 pL de suero de cada muestra a analizar (46) en los
pocillos restantes realizando la prueba por duplicado. Las muestras se incubaron a 21°C
durante 45 (= 4) minutos. Se realiz6 el lavado de los pocillos 3 veces con 300 pL de la
solucion de lavado. El conjugado se prepard 1X diluyéndolo 10X al 1:10 con el diluyente
3. Se aplicaron 100 pL del conjugado 1X a todos los pocillos. Se incubé a 30 £ 3 minutos
a 21°C (x 5°C). Todos los pocillos se lavaron 3 veces con 300 pL de la solucién de lavado
evitando que los pocillos se secaran. Se aplicaron 100 pL de la solucion de revelacién a
todos los pocillos y se incubaron a 15 (£2) minutos a 21 °C (+ 5°C) en la oscuridad. Se

aplicaron 100 uL de la solucion para detener la reaccién a todos los pocillos (Figura 7).

/ ELISA )
INDIRECTO
Sustrato
Suero  Conjugado | color
Antigeno problema (Ac) (Suero +)
"

Microplacas

Figura 7.Representacion de la reaccion de la prueba de ELISA indirecta
Posteriormente se leyo en el espectrofotometro a densidad oOptica de 450nm. El

ensayo se consider6 valido ya que la densidad del control positivo fue mayor a 0.350. La

interpretacion de cada muestra se obtuvo mediante el cociente S/P (Tabla 8).
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Tabla 8. Interpretacion para la prueba de Elisa para T. gondii

RESULTADO ESTADO
S/IP < 40% Negativo
40% < S/P <50% Dudoso
50% < S/P <200% Positivo
S/P > 200% Altamente positivo

%S =100£ DO(Suero) - DO(CN))
P DO(CP) - DO(CN)

Ddénde:

OD=Densidad 6ptica
CN=Control Negativo
CP=Control Positivo
%S/P= Muestra al positivo

3.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los datos demogréficos y los derivados de la aplicacion de instrumentos para la obtencion
de informacién de los pacientes, se registraron en una base de datos elaborada en una
hoja electrénica (Microsoft office Excel 2007) para su analisis estadistico.

Se consideraron positivos los casos cuyas muestras que mostraron un S/P
50%200%. La seropositividad se relacion6 con las variables edad, raza, género, tipo de
alimentacion, régimen de vacunacién y desparasitacion, habitos de paseo, convivencia
con otros animales y manifestaciones clinicas que manifestaron durante su revision.

Los datos obtenidos se analizaron mediante Chi-cuadrada (X?) para probar la
independencia de las variables anteriormente mencionadas. Del mismo modo, se realiz6
prueba de Razén de Momios (Odd Ratio) para estimar el riesgo de ocurrencia.

Para todos los andlisis estadisticos, se utilizé el Software Statgraphics Centurion,
version 15.2.05. Statpoint Technologies, Inc. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando el valor de P<0.05, con un intervalo de confianza
(Cl) de 95% calculado para cada rango de seropositividad. Los andlisis de realizaron

conforme a las siguientes formulas:
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Chi-Cuadrada

Razdn de momios (OR)

Oij - Eij)’

XZ:Z ( Eij

Dénde:

O=frecuencia observada en cada celda.
E=frecuencia esperada en cada celda.

Dénde:

O=0dd Ratio
n=Evento

Para la obtencion de la muestra ideal para nuestro estudio se utilizé la siguiente férmula:

n=

Donde:

n=tamafio de la muestra
E=precision o error
Z=nivel de confianza

® =Varianza

7’ 20

o

=
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4. RESULTADOS

De la cantidad total de pacientes, 1073 perros, atendidos en el Hospital Veterinario de
enero 2013 a marzo 2014, se logré obtener 92 muestras para su analisis serolégico. Esto
representé el 8.57% de la poblacion atendida.

Del total de muestras, 46 correspondieron a pacientes considerados como Casos y
46 a los pacientes Control. De ellos el 6.52% de los pacientes con manifestaciones
clinicas anticuerpos detectables para T. gondii. En contraste, ninglin paciente tuvo
anticuerpos detectables para N. caninum. De los pacientes asintomaticos el 6.52% mostro
seropositividad a T. gondii. No se detectaron anticuerpos para N. caninum.

Las caracteristicas demograficas de los 92 pacientes incluidos en éste estudio
para la deteccién de N. caninum y T. gondii se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas demograficas de los pacientes del estudio

Caracteristicas Condicién Controles Casos

Edad <1 afo 22 22

>1 afio 24 24

Sexo Hembras 15 23

Machos 31 23

De Raza* Si 34 34

No 12 12

Desparasitacion Si 36 26

No 10 20

Vacunaciones Si 40 29

No 6 17

Convivencia con Si 20 23

otras especies No 26 23

Croquetas Si 23 26

No 23 20

Medio Urbano Si 3 7

No 43 39

Manifestaciones Si 46
clinicas sugestivas No 46

*Raza: Ejemplares con caracteristicas de prototipos
reconocidos por FCM.
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Los resultados de la deteccidon de anticuerpos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la deteccidon de anticuerpos en los pacientes estudiados

Seropositivos

Grupo (%)
Anti-Neospora Anti- Toxoplasma
Control No detectable 6.52
Casos No detectable 6.52

La técnica utilizada no detecté anticuerpos anti-Neospora en ninguno de los dos
grupos. Sin embargo en ambos grupos se detecté el mismo porcentaje de anticuerpos
anti-Toxoplasma.

En el grupo de pacientes Controles, la frecuencia de perros seropositivos a T.
gondii fue de 6.52%. Ninguno de los pacientes tuvo manifestaciones clinicas de
neurolégicas o respiratorias.

Los pacientes del grupo Casos, presentaron una frecuencia de perros
seropositivos a T. gondii de 6.52%. De este grupo, solo el 2.17% presentd Unicamente
afeccion neuromuscular; el 4.34% presentd afectacion neuromuscular y respiratoria asi
como la presentacion de manifestaciones dermatologicas y oftalmicas. Los
manifestaciones clinicas observadas en los pacientes que tuvieron manifestaciones
clinicas nerviosas fueron: ataxia, paresia, mioclonos y atrofia muscular.

Posteriormente, la seroprevalencia anti-Toxoplasma se contrasté con la edad,
sexo, raza, medicina preventiva (vacunas y desparasitaciones), habitos de paseo, dieta,
habitat y manifestaciones clinicas de los pacientes. Los datos fueron analizados mediante
Chi-cuadrada, considerandose estadisticamente significativos los valores con un P <0.05.
Los resultados del andlisis de factores de riesgo en los pacientes positivos a T. gondii se

muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Resultados del andlisis entre los anticuerpos y las caracteristicas
generales de los pacientes seropositivos a T. gondii

Factor de riesgo Pacientes Seropositivos X? P

#) (%)

Género Hembra 54 7.40
Macho 38 5.26 1.703 0.1919

Edad <0 44 6.81
>1 48 6.25 0.012 0.9122

Medio Urbano Si 10 20.0
No 82 4.87 3.343 0.06

Alimentacion Croquetas 49 4.08
Casera 43 9.30 1.024 0.311

Convivencia con Si 49 8.16
otras especies No 43 4.65 1.024 0.311

Vacunas Si 69 4.34
No 23 13.0 2.140 0.143

Desparasitacion Si 62 4.83
No 30 10.0 0.883 0.3473

Paseos Si 27 3.70
No 65 7.69 0.498 0.480

De Raza Si 24 8.33
NO 68 588 0.175 0.675

Manifestaciones Si 56 7.14
clinicas ugestivas No 36 5.55  V°°

Entre los resultados destacables se encuentra que los pacientes menores a un afio
tuvieron anticuerpos anti-Toxoplasma un mayor porcentaje de casos seropositivos que
en otras edades; igualmente los perros mestizos y las hembras. Los pacientes que
consumieron alimento casero, los que no tienen convivencia con otras especies y a los
que pasean también tuvieron mas mayor porcentaje de casos seropositivos. Los
pacientes no vacunados, no desparasitados y con manifestaciones clinicas sugestivas,
también tuvieron un mayor porcentaje de casos positivos, que sus contrapartes.

Sin embargo a pesar de las diferencias encontradas, el analisis no revel6 una
asociacion causal entre la seropositividad y las variables estudiadas. Es decir las
deferencias encontrada en la seropositividad, son atribuibles al azar y no a alguna de las

condiciones de los pacientes.
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De igual forma se realiz6 la prueba de Razén de Momios (OR) para variables bajo
en el estudio, con la finalidad de conocer el riesgo o posibilidad de seropositividad
(exposicién) a T.gondii. Los resultados de presentan en la tabla 12.

Tabla 12. Razén de momios de factores de riesgo de los pacientes seropositivos

Factor de riesgo Pacientes Seropositivos OR

#) (%)

Género Hembra 54 7.40 0.32
Macho 38 5.26

Edad <0 44 6.81 1.09
>1 48 6.25

Medio Urbano Si 10 4.87 0.20
No 82 20

Alimentacion Croquetas 49 4.08 0.41
Casera 43 9.30

Convivencia con Si 49 8.16 0.41
otras especies No 43 4.65

Vacunas Si 69 4.34 3.3
No 23 13.0

Desparasitacion Si 62 4.83 2.18
No 30 10

Paseos No 27 3.70 0.46
Si 65 7.69

De Raza No 24 8.33 0.68
Si 68 5.88

Manifestaciones Si 56 7.14 1.30
clinicas sugestivas No 36 5.55

Los resultados del andlisis de razon de momios, muestran que la probabilidad mas
alta asociada a la seropositividad (3.3) se encontré en los pacientes que no estuvieron
vacunados. En seguida, en orden descendiente, se encontr6 en el apartado de
desparasitaciones indican que los pacientes no desparasitados, tuvieron 2.18 veces mas
probabilidad de resultar seropositivos que los pacientes desparasitados, De igual manera

los pacientes que presentan signos sugestivos a la enfermedad, tiene 1.3 veces mas
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probabilidad de mostrar seropositividad. Lo anterior pareceria indicar por lo menos, una
exposicion al parasito.

En contraste, el alojamiento, la alimentacion, la convivencia con otras especies y la
realizacion de paseos, mostraron un “Efecto Protector” para los pacientes, ya que el valor
de OR para ellos resulté ser menor a 1, lo que pareceria indicar la conveniencia de vigilar
0 hacer recomendaciones al respecto. Las variables o factores de riesgo tales como el
género y raza mostraron OR también fueron menores a uno. Acciones integrales

La edad no mostro ser un factor de riesgo importante para la seropositividad de los
pacientes estudiados, ya que aunque su OR sea ligeramente mayor a uno, la probabilidad
de que la seropositividad esté relacionada con la edad, es del 50%, es decir que existen

las mismas probabilidades de ocurrencia, independientemente de la variable.
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5. DISCUSION

La Neosporosis no ha sido catalogada como una enfermedad zoonética hasta el
momento, a pesar de que se ha encontrado la presencia de anticuerpos en el humano,
como tal no se ha encontrado evidencia de que el perro pueda ser un factor de riesgo
para el humano, por el contrario se ha estudiado ampliamente que el perro juega un papel
importante cuando la enfermedad afecta al ganado bovino. ya que los perros pueden
contagiar al ganado.

Adicionalmente en nuestro estado se han detectado anticuerpos en la poblacién
canina del area rural y urbana, sin embargo no se habian realizado estudios en pacientes
con manifestaciones clinicas. La importancia de conocer lo que pasa con ésta
enfermedad radica en que en la clinica veterinaria diaria se presentan de manera comun
un 5 a 10% de pacientes con enfermedad neuroldgica y ampliar las posibilidades
diagnosticas ayuda al veterinario a diversificar sobre las posibilidades etiol6gicas y de
tratamientos ante pacientes con esta semiologia.

Por otra parte, la Toxoplasmosis es conocida ampliamente a nivel mundial por su
alto potencial zoonético y por la capacidad de éste parasito para afectar la salud de
cualquier mamifero practicamente. El conocimiento disponible al respecto es amplio e
incluye diferentes especies, a pesar de esto, se han realizados pocos estudios en perros
con una sintomatologia clinica evidente. Al igual que con la Neosporosis tener evidencia
serolégica que constate el estado clinico de los pacientes con signologia sugerente de
Toxoplasmosis, constituye un auxiliar que permitira al médico discriminar las
enfermedades que cursan por un cuadro clinico similar.

En éste estudio se analizé la seropositividad de ambas enfermedades (Neospora
caninum y Toxoplasma gondi)) en pacientes con y sin manifestaciones clinicas
(neuroldgica y/o respiratoria) que fueron atendidos en el HV-UAA. Todos los pacientes
fueron mascotas, es decir, tenian duefio o responsable que pudo aportar informacion
precisa sobre su edad, vacunaciones, tipo de alimentacién, convivencia con otras
especies y datos relevantes para éste estudio lo que permiti6 obtener la informacion
clinica zootécnica necesaria de cada canino incluido en éste estudio y comparar los
resultados de las muestras analizadas con las variables seleccionadas.

La seropositividad de N. caninum en nuestro estudio fue de 0% (0/46) en pacientes

con manifestaciones clinicas, este resultado difiere de otros realizados en otros paises de
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Latinoamérica, ya que estudios similares realizados en Brasil reportan un 6.57% por
Mineo et al., 2001, Jesus et al., 2007, 11.56%, Fridlund et al., 2011, 35.3%, Langoni et
al., 2012, 14%, y en Lima 5.2 + 4.4 reportada por Ruiz et al., 2012.

En contraparte los pacientes asintométicos mostraron una seropositividad del 0%
(0/46), no encontrando diferencia respecto a lo reportado por Ruiz et al., 2012 de 1.7 *
2.5.

Al comparar la seropositividad de N. caninum en nuestro estudio 0% con otros
estudios de seroprevalencia realizados a nivel mundial, encontramos amplia diferencia
conforme lo reportado en México por Sanchez et al., 2003 de 35%, Brasil por Azevedo et
al., 2005, 8.4%, ltalia por Paradies et al., 2007 de 20.9%, Republica Checa por Vaclavek
et al., 2007 de 26.5%, Brasil por Aguiar et al., 2008 de 28.3%, México por Cruz et al.,
2008 de 32%, Polonia por Ploneczka y Mazurkiewicz 2008 de 16.36%, Espafa por
Regidor et al., 2010 de 43.6%, Polonia por Gozdzik et al., 2011 de 21.7%, Brasil por
Junior et al., 2011 de 12.3 %, Iran por Sharifdini et al., 2011 de 30.4%, Hosseininejad et
al., 2010 de 31.25% y Hosseininejad y Hosseini 2011 de 29%, en Romania por Gavrea et
al., 2012 de 32.7%, Angola por Lopes et al., 2012 de 9.26%, Romania por Enachescu et
al.,2013 de 8.7%, Venezuela por Escalona et al., 2013, de 12.93% y Brasil por Dantas et
al., 2014, 7.5%. Si bien el numero de muestras analizadas en cada estudio fue muy
variable, asi como la técnica analitica implementada, las diferencias de seroprevalencias
se atribuyen al nimero de muestras incluidas en éste estudio, de igual forma, la mayoria
de los pacientes que se incluyeron en este estudio son perros domiciliados y reciben una
dieta basada en croquetas y escaso alimento crudo.

Comparado con estudios realizados en nuestro pais para conocer la
seroprevalencia de la Neosporosis en algunos estados en nuestro pais encontramos
amplia diferencia ya que Séanchez et al., 2003 reportan un 35% y Cruz et al., 2008 32%.
Sin embargo no se observa diferencia conforme un estudio realizado por Dubey et al.,
2007 que reportaron 2% de seroprevalencia.

En un estudio realizado por Lopes et al., 2012 en Brasil encontraron significancia
estadistica en los perros que habitaban en el &rea urbana y semiurbana tenian mayor
presencia de anticuerpos ante N. caninum. La nula seropositividad obtenida en nuestro
estudio puede ser atribuida a la variable de vivienda ya que, aunque nuestros perros son
del &rea rural, habitan en una vivienda y se tiene el cuidado de que no deambulen

libremente, es decir vive en condiciones mas seguras.
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En cuanto a la toxoplasmosis, la seropositividad encontrada en nuestros pacientes
con sintomatologia fue de 6.52% (3/46), la cual comparada con estudios similares
presenta diferencia respecto a lo reportado en otros paises tal como Brasil en el cual
Mineo et al., 2001 reportan una frecuencia de 36%, Fridlund et al., 2011 21.08%, Langoni
et al., 2012, 22% vy en la ciudad de Lima, Ruiz et al., 2012 reportaron un 24.0 + 8.5% de
frecuencia.

Por otro lado en los pacientes del grupo Control, la seropositividad correspondio a
6.52% (3/46) teniendo seroprevalencia similar a lo reportado por Ruiz, et al., 2012 que
reportaron una frecuencia de 3.3 + 3.1. Comparando la seropositividad de nuestro estudio,
encontramos resultados similares con porcentaje de seroprevalencia reportado por
Jittapalapong et al., 2007 de 9.4%, Hosseininejad y Hosseini 2011 de 8.94%%, Reid et al.,
2012 de 10.1% y Gharekhani et al., 2014 de 10.7%.

En contraparte a nivel mundial se han realizado diversos estudios de
seroprevalencia de anticuerpos anti T. gondii que muestran diferencia en porcentaje
respecto a lo encontrado en nuestro estudio, Ali et al., 2003 reportan 32%, Azevedo et al.,
2005, 45.1%, Aguiar et al., 2008, 57.6%, Kilic et al., 2008, 92%, Wang et al., 2012, 21.6%,
Yan et al., 2012, 40.93%, Enachescu et al., 2013, 50%, Araujo et al., 2014, 15.6%,
Gharekhani et al., 2014., 10.7% y Sharma et al., 2014, 33.4%.

Comparando los resultados obtenidos en nuestro estudios con otros realizados en
nuestro pais encontramos diferencia significativa ya que Dubey et al., 2007 reporta un
51.5% de seroprevalencia y Alvarado et al., 2014, 67.3%.

Los habitos alimenticios no fueron estadisticamente significativos en nuestro
estudio, lo que difiere de un estudio realizado por Ali et al., 2003 que reportaron mayor
seroprevalencia en pacientes que consumian croguetas con comida casera.

Los pacientes que pasan tiempo fuera de casa, es decir que realizan paseos
tampoco tuvieron un valor estadisticamente significativos, lo cual difiere de lo reportado
por Ali et al., 2003 quienes se reportaron una mayor prevalencia en pacientes que
realizaban paseos libres o sin supervision, lo cual sugiere un riesgo de exposicion.

Se encontré que pacientes menores a un afio presentaron mayor porcentaje de
seropositividad, lo cual difiere de lo reportado por Enachescu et al., 2013 y Yan et al.,
2012, quienes encontraron un mayor numero de pacientes afectados mayores de un afio,
sugiriendo una exposicion post-natal. Sin embargo Jadoon, et al., 2009 sefiala que

pacientes hembras menores a un afio tuvieron una mayor seropresencia, situacion que es
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coincidente con nuestro estudio, pero como ya se menciond, nuestros resultados no
fueron estadisticamente significativos.

La mayoria de los pacientes contaban con un calendario de vacunacion y
desparasitacion actualizado, en el analisis de OR muestra que la falta de seguimiento en
ambas intervenciones genera un riesgo para los pacientes. Esta situacion es consistente
con el estudio realizado por Aguiar et al., 2008, en donde pacientes enfermos con
distemper canino, se encontraban también afectados de Toxoplasma, Neosporosis o
ambas. Esta situacion se presenta de manera secundaria a una inmunodepresion lo cual
deriva frecuentemente en el establecimiento de las enfermedades que estudiamos, como
patdgenos oportunistas. Esta situacibn sugiere que pacientes vacunados Yy
desparasitados oportunamente, se mantienen inmunocompetentes para afrontar desafios
de estos parasitos y de otros agentes.

Conforme los resultados obtenidos en nuestro estudio consideramos la
conveniencia de realizar pruebas complementarias como deteccion del Distemper Canino
en los pacientes que presentan no solo seropresencia de anticuerpos ante T. gondii sino
de manera general en los pacientes que tuvieron manifestaciones clinicas de enfermedad,
hubiera sido de gran utilidad en busqueda de la enfermedad Unica o bien en asociacion a
la Toxoplasmosis como ha sido reportada en el 2011 por Aguiar, et al., quienes incluyeron

a ésta enfermedad como diagnostico diferencial ante N. caninum N. caninum y T. gondii.
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6. CONCLUSIONES

El estudio realizado es el primero realizado en una institucion clinico-hospitalaria
de referencia en nuestro estado, que incluye pacientes con antecedentes clinicos.
Esta condicion permitio explorar y analizar con mas elementos los resultados
obtenidos.

La presencia de anticuerpos anti-Toxoplasmois se detect6 tanto en los dos grupos
de pacientes en un porcentaje menor a lo esperado, lo que sugiere que las
intervenciones médicas han sido suficientes para mantener la enfermedad bajo
control.

Considerando el valor de OR en los factores de riesgo, promover intervenciones
médicas integrales como un calendario de vacunacion y desparasitacion adecuado
permite que el sistema inmune mantenga su competencia ante las enfermedades.
Al observar el resultado de OR en los factores que generan un factor de proteccion
es importante sefalar la importancia médica de asesorar a los propietarios de una
manera adecuada para mantenerlos informados de cémo ayudar a prevenir la
presencia de la Toxoplasmosis en perros.

No se detectaron anticuerpos anti-Neospora en ninguno de los grupos de
pacientes.

A pesar de la baja seroprevalencia encontrada se considera que ambas
enfermedades deben ser incluidas como diagnéstico diferencial en pacientes que
tengan manifestaciones clinicas compatibles con las enfermedades parasitarias
estudiadas.

La realizaciébn de estudios en ambitos clinicos incrementando el numero de
muestras y de pruebas para la deteccion de otras enfermedades que permitan
distinguir enfermedades con cursos clinicos similares como el Distemper Canino,
permitira realizar diagnosticos oportunos y precisos para actuar en consecuencia

con medidas preventivas y curativas.
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Anexo A. Hoja de ingreso

HOJA DE INGRESO

Nombre del propietario

Direccién
Teléfono Raza Paciente
Peso. Color Edad Sexo.

Biolégicos CANINOS

(‘Moquilo  NoO NosabeO Sil Fecha
Hepatitis NoO Nosabe(] Si(J Fecha
Leptospira NoO NosabeO SiJ Fecha
Parainfluenza No[O Nosabe( SiJ Fecha
Parvovirus No[J Nosabe(d Si[] Fecha

Bordetella NoO Nosabed Si[] Fecha

Giarda NoO Nosabe Si[0 Fecha D rasitacon NoDl No sabel) SiC) Fecha
| Rabia No[O Nosabe[ Si[0 Fecha Producto
] Desde cuando tiene a su mascota Hay otros animales en casa )
Dieta principal de la mascota Cuantas veces al dia
Otros alimentos que se le ofrezcan
Duracién de la enfermedad actual
Ha estado en contacto con otros animales
LMedieamentos usados recientemente - )
4 N
Sistema tegumentario Han notado lesiones en piel [Si Area afectada [JCabeza OTronco
ONo OCuello O Extremidades
Prurito asi ONo sabe
ONo Descripcion
O No sabe
\_ Y,
—
Sistema musculo Anormalidades cuando camina Miembro afectado
esquelético 0OSi 0ONo [ONo sabe
Es intermitente 0 Ha empeorado (] Se incrementa con el ejercicio O Se mejora con medicamentos [1Si
Es constante [0 Ha mejorado O Desaparece con el gjercicio [ ONo
ONo sabe
_ )
(- I
Sistema respiratorio Tos 0OSi Productiva (JSi Frecuente 0  Duracién
ONo ONo Infrecuente OJ
ONo sabe ONo sabe
Estornudos [0OSi OFrecuente Duracién — Disnea (JSi
ONo Olnfrecuente ONo
ONo sabe [Clinfrecuente ONo sabe
Descarga nasal [JSi Tipo
ONo
ONo sabe J
N\
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[ Sistema digestivo Apetito [JSin Indigestion de agua [Aumentada Deglucién [JCon dolor =
CNormal [ Disminuida CNormal
[OSelectivo CINormal [INo sabe
Vémito [JSi Relacionado con la comida 0Si  Descripcion y frecuencia del vomito
ONo ONo
CONo sabe
Flatulencia [1Si Frecuencia de las Ulincrementada Consistencia de las evacuaciones
ONo evacuaciones ODisminuida
L [ONo sabe J
rSlsbma nervioso Comportamiento JSi Ataxia OISi Dismetria OSi Paresia [1Si Antecedentes (1 Si )
anormal ONo ONo CONo ONo familiares  CINo
CONo sabe CINo sabe OINo sabe CINo sabe ONo sabe
Paresis (Si Propiocepcion CISi Convulsiones [1Si Descripcion
ONo ONo ONo
L ONosabe ONo sabe ONo sabe y
(Ojeo Descarga ocular [JSi Mucosa [0 Blefaro 0[Si Opacidad O Si Ceguera DSi )
CONo Purulentall  espasmo OONo comeal ONo ONo
\ CONosabe Serosa O CINo sabe ONo sabe ONo sabe y
Motivos de la consulta:
Historia clinica
(anamnesis)
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Anexo B. Hoja de examen neuroldgico

Examen Neurolégico
Fecha:

-
Paciente:

Peso: Expediente:

Edad:

Sexo: Raza:

¥Médieo responsable:

.

\&

Historia clinica:

Inicio: Curso:

Agudo
Crénico

Horas
Dias

Progresivo
Estatico
Intermitente

-

Mental:

Postura

Paso:

Paresis:
\  Otros

Circulos

(Pmcramuos:

( Reflejos espinales

Patelar

Triceps

Flexor torécico

\_ Extensor cruzado
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Anexo C. Hoja de examen oftalmologico

Oftalmolagia
Fecha:
(" Nombre del propietario: )
Paciente: Especie: Raza:
Edad: Sexo: Color: Peso:
i Expediente: Médico a cargo: )
(_mOTIVO DE LA CONSULTA 0.0. 0.l. )
(" Visién disminuida )
Secrecion ocular
Ceguera diurna
Ceguera noctumna
&mento de tamaiio Y
(Duraclon del problema: A
¥Descfipci0n de la secrecion: )
PADECIMIENTOS DE OTRO ORIGEN
rCardiaoo: Respiratorio: Neurolégico: ko
Urinario: Esquelético: Digestivo:
\_ Dermatolégico: Reproductivo: Otro: o
EXAMEN FisICO
T2 F. Cardiaca: F. Respiratoria: Pulso:
@ EXAMEN OFTALMOLOGICO = )
0J0 DERECHO [ osozauieroo K
R. Palpebral R. Palpebral
R. Directo Consensual R. Directo Consensual
R. Seguimiento R. Seguimiento
R. Amenaza R. Amenaza
Schimmer1 mmHg/min Schimmer1 mmHg/min
Schimmer2 mmHg/min Schimmer2 mmHg/min
P.1.O Schiotz P.1.O Schiotz -
&lanacién mmHg Aplanacién mmHg )
CONJUNTIVA
( 0JO IZQUIERDO 0JO DERECHO )
Cambio de color Cambio de color
Secrecion Secrecion
\_ Aumento de voldmen Aumento de volumen )
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( Parpados: )
\_ A
CORNEA
( oJoizauieroo 0JO DERECHO 3
(| Fluoresceina (+) (-) Fluoresceina (+) (-) Y
CAMARA ANTERIOR
(" 040 1IZQUIERDO 0JO DERECHO B
'S Gonioscopia Gonioscopia i
LENTE CRISTALINO
(" 040 IZQUIERDO 0JO DERECHO )

Luxacién Luxacion
| Opacidad Opacidad Y,
r N
Fondo ocular derecho:
e A
e N
Fondo ocular izquierdo:
\_ J
e Y
Procedimientos especiales
.= J
1 Laboratorio: i
\_ J
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Anexo D. Hoja de examen dermatoldgico

Hoja de Dermatologia

[
Raza: Sexo: Edad: R
Propietario
\Expediente: Paciente: Fecha: P,
( UBICACION DE LESIONES (Diagrama) g
LEZE NS
3 J
/ 5 o ™
Lesiones primarias:
Lesiones Secundarias:
Descripcion de las lesiones:
Dx- Presuntivo:
Recomendaciones:
_ Y,
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Anexo E. Esquema general de la base de datos
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o aver NELF 2+ A EFT T® @onneyuwmr 8% W d N fumadl | Crbumenty S ds | onter Ebuins Piwmite | 4 L, mmmy_
Mr”~| » M ) Retihdibidl » Mot K ,,l_'.l' Lot ot i

[_-— M"’ “—:l: !l " - - - i i S e . -

= A Y T ey Y T i TV SR VR e Vo (L TIPS T T VI W] ¥ Ve e e s ] W 7 |

=% BASE DE DATOS B

|- — L t — RS P = SO —

= lher 2353 7 cose| 0 s Forrwe e 5 3 i a ]

N e ) & Sa Q.06 | 0 33760 Mee3s N a i

o4 Lo, 4 C) ¢

X Twoc | rerw aini's ool o soawier 3 s i

A ens | T D Yo L Sniaise I [ 3

d = - e 2 !

. Lares o 13 g I

B V. ] X . 2 e

B_oce Feso 3 [ Slemay 3 1 3

i Sums K5 T g

: nze | Setemn 2340 oixes| Iomassl 0 L&m g

A& _3iteo | Toeae E Qoes| Dseieed] 0 [

. _eL ] Saqpers C ]

mauted | e 34 ooms| Leumt| o ] Poxdie z v 3 %

- e [} [] 3 (= 7] N [l 5

T o F T y w y B

B e Puzs 3 OoeEs| 11333 0 a M2yt v [ 12 3 [

I Dens | tives TS [ 3 Danex " G o = 3

B ai- Mind [] [Tl . [ . 35

3 deb | Mee [] Osten Br [T ) 1

2 Camiw asnsy o [] Mawoo M N 1 5

S D o s ] [T [ 3 i i

s Mesia) 3 4

s tsoce Yoto oes| Lsm Mewos P £

AW __dkoa | waciice 2 ! 0 sy sefie P

» - iy I —

a__Reoa Slers L3t 3 Lesrasor »” u -

TN Catrotes IS it S S ; = e = :
+

75



Anexo F. Materiales y reactivos
Materiales:

e Micropipetas o pipetas multicanales dispensadoras de volumenes de 10 pl,
100 ply 200 pl

e Puntas de pipetas

e Lector de placas para ELISA

e Agua destilada

e Lavador de placas

e Microplacas de pre-dilucion de 96 pocillos

e Tubos para suero

e Centrifuga

e Jeringas

e Rasuradora

e Torundas de algodén

e Tubos Eppendorf

Reactivos:

e Microplacas sensibilizadas con un extracto de Neospora caninum
e Microplacas sensibilizadas con un extracto de Toxoplasma gondii
e Conjugado concentrado (10X)

e Control positivo

e Control negativo

e Diluyente 2

e Diluyente 3

e Solucién de lavado concentrada (20X)

e Solucion de revelacion (TMB)

e Solucion de parada (H,S040.5M)
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Anexo G. Pronuesta de articulo

Revista Electronica Nova Scientia

Baja seroprevalencia de Toxoplasma gondii en perros con signologia clinica
neurdlogica y respiratoria en Aguascalientes, México
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respiratory signs in Aguascalientes, Mexico
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Resumen

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario que afecta la salud de los caninos y
afecta practicamente a todos los 6rganos y sistemas corporales; principalmente se
observa una presentacion clinica de tipo neuroldgica y respiratoria. El objetivo de
éste estudio fue detectar la presencia de anticuerpos contra T. gondii y evaluar los
factores de riesgo en pacientes que manifestaron signos clinicos neurolégicos y/o
respiratorios asi como en pacientes asintomaticos atendidos en el Hospital
Veterinario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, Mexico (HVUAA). Se
colectaron un total de 92 muestras seroldgicas mediante venupuncién. Se atendieron
46 casos que presentaron signos clinicos de tipo neurolégico, respiratorio o ambos;
asi como, 46 controles sin ninguna sintomatologia detectable. 23 pacientes fueron
machos y 23 hembras en ambos grupos. Las muestras sanguineas se procesaron
mediante un ELISA indirecta IdScreen® multiespecie y se leyeron en un
espectofotdmetro a 450 nandémetros, considerando positivos a los animales con un
%S/P de méas de 50%. Dentro de ambos grupos se detectd6 un mismo valor de
seroprevalencia de 6.52%. Se realiz6 un diagnostico diferencial ante Neospora
caninum no encontrando ningun paciente seropositivo. Este estudio es el primer
trabajo que se realiza en Aguascalientes que aporta informacion sobre la

Toxoplasmosis en perros.

Palabras clave: Toxoplasmosis, perros, ELISA, signos clinicos.

Abstract

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite that affects the dog’s health and can sick
most the organs and body systems, primarily a clinical presentation of neurological
and respiratory rate are observed. The objective of this study was to detect the

presence of antibodies to T. gondii and evaluate the risk factors in patients who
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showed neurological and / or respiratory clinical signs also in asymptomatic patients
treated at the Veterinary Hospital of University Autonomous of Aguascalientes,
Mexico (HVUAA). A total of 92 serum samples were collected by venipuncture. 46
cases showed neurological, respiratory or both clinical signs; 46 controls with no
detectable symptoms. 23 patients were males and 23 females in both groups. Blood
samples were processed by indirect ELISA multispecies in a spectrophotometer at
450 nm , considering positive animals with more than 50 %. In both groups a 6.25%
of seroprevalence was detected. A differential diagnosis in Neospora caninum was
performed finding no seropositive patients. This study is the first work done in
Aguascalientes that provides information on Toxoplasmosis in dogs.

Key words: Toxoplasma gondii, dogs, ELISA, clinical signs.

Introduccion: Toxoplasma gondii es un protozoario apicomplexo de ciclo biologico
indirecto; su distribucién es mundial y afecta a una gran variedad de especies de
mamiferos. Los gatos domésticos y salvajes, son los unicos huéspedes definitivos
(Tarlow et al., 2005, 119). Los signos clinicos usualmente ocurren en asociacion
con un sistema inmune debilitado (Hosseininejad et al., 2009, 315). Su ciclo de vida
es tipificado por tres estados infecciosos: taquizoito, quiste y ooquiste. Los
taquizoitos y los quistes son los estados encontrados en los huéspedes

intermediarios y son intracelulares (Dubey et al, 2002, 930).

Los signos clinicos que pueden presentar los huespedes intermediarios pueden
variar considerablemente e incluyen desordenes neuromusculares, respiratorios,
gastrointestinales, oculares, cardiacos y del sistema linfatico (Hosseininejad et al.,
2009, 315; Tarlow et al., 2005, 119). La enfermedad de tipo neuroldgica causada
por este protozoario es poco diagnosticada en perros. Las manifestaciones
neuroldgicas dependen del sitio de la lesion en el cerebro, cerebelo y médula

espinal. Se han observado convulsiones, déficits del nervio craneal, temblores,
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ataxia, y paresia o paralisis. Los perros con miositis pueden presentar en un
comienzo una marcha anormal, contraccion muscular o rigidez. La paraparesia y
tetraparesia pueden avanzar con rapidez hasta una paralisis de la neurona motora
inferior (Hosseininejad y Malmasi, 2010, 315; Fridlund et al., 2008, 223). La
toxoplasmosis pulmonar es la presentacion mas comuin en perros y es especialmente
grave en cachorros infectados llegando a provocar muerte neonatal. La
toxoplasmosis también puede causar miocarditis. De igual forma se han descrito
manifestaciones oculares como uveitis, corioretinitis y neuritis optica, sin embargo
los perros con reporte de signos oculares no reportan signos sistémicos de manera
concurrente (Tarlow et al., 2005, 120; Greene, 2006,833).

En Meéxico se han realizado algunos estudios sobre la seroprevalencia de la
Toxoplasmosis en perros del area rural y urbana en diferentes estados de la
Republica como Oaxaca, Durango y Veracruz; sin embargo, no hay reportes de

prevalencia de estas enfermedades en pacientes con signos clinicos de enfermedad.

El objetivo del presente estudio fue investigar la presencia de anticuerpos anti
T.gondii en perros con afeccién neuromuscular y/o respiratoria que acudieron a
revision al HVUAA y asociar los signos a los titulos de anticuerpos con factores de
riesgo asociados.

Meétodo: Se realizd6 un estudio con disefio de Caso-Controles en perros que
asistieron al Hospital Veterinario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes,
ubicado en Aguascalientes, México. Las muestras se recolectaron en un periodo de
13 meses (febrero 2013 hasta marzo 2014). Se consideraron como casos a los
perros con dos mas signos clinicos neuromusculares y/o respiratorios; mientras que
se identificaron como controles a los perros que no mostraban signos clinicos de
afeccion neuromuscular y/o respiratorios. Se consider6 como afeccion

neuromuscular los signos clinicos de mialgia, nistagmo, ataxia, paresia, paralisis y
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convulsiones. Se consider6 como afeccion respiratoria los signos de crepitaciones,
estertores, disnea y secrecion nasal. A los propietarios se les solicitd su
participacion y consentimiento informado y se aplicO un cuestionario con
informacién de la mascota. El cuestionario incluyé datos clinicos y zootécnicos,
como edad, sexo, raza, tipo de alimento que consumian, habitos de paseo,
interaccion con otros animales y calendario de medicina preventiva. Se realiz6 una
exploracion fisica completa (Birchard y Sherding 1996, 1-14) y, se registro la

signologia que presentaba al momento de la exploracion clinica.

Se obtuvieron 5 mL de sangre en un vacutainer sin anticoagulante, mediante la
puncion de la vena yugular en cachorros y perros miniatura y de la vena cefélica en
el caso de perros adultos y de talla mediana o grande. Se obtuvieron 5 mL de
sangre; posteriormente la sangre se transfirié a un tubo de vidrio (13x75 mm) sin
anticoagulante. Se dejo reposar la sangre obtenida de 15 a 30 minutos para permitir
que coagulara la muestra y posteriormente se procedié a centrifugarla (1,000 rpm
15 min); se tomaron dos alicuotas del suero en microtubos de plastico Eppendorf de
1.5 mL con tapa de presion. Se identificaron y se congelaron (-80°C) hasta su
analisis (Yan et al., 2012, 5). El procedimiento de andlisis de las muestras se realizo
mediante kits comerciales de acuerdo a las especificaciones provistas por el
fabricante para la realizacion de la ELISA indirecta; para T. gondii se utilizd un kit
comercial Id Screen® Toxoplasmosis indirect multi species ELISA Kit (Francia);
para la deteccion de N. caninum se utilizdé Id Screen ® Neospora indirect multi
species ELISA Kit (Francia). Todas las muestras se realizaron por duplicado, con
temperatura e iluminacion controladas. Posteriormente se leyeron las placas en un
espectofotémetro (Biotek® USA) a una densidad 6ptica de 450 nm. Los ensayos se
consideraron validos si en cada corrida la densidad oOptica del control positivo era
mayor a 0.350. La interpretacion de cada muestra (Tabla 1) se obtuvo mediante el
porcentaje entre la muestra (S) y el control positivo (P), conforme el siguiente
calculo (S/P%):
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S [DO(Suero) - DO(CN)j
P

%— =100

DO(CP)—-DO(CN)
Donde:
OD=Densidad optica
CN=Control Negativo
CP=Control Positivo

%S/P= Muestra al positivo

Tabla 1. Interpretacion para la prueba de ELISA para T. gondi y N. caninum.

RESULTADO ESTADO
S/P < 40% Negativo
40% < S/P Dudoso
<50%
50% < S/P Positivo
<200%
S/P > 200% Altamente positivo

Los datos demograficos y los derivados de la aplicacion de instrumentos para la
obtencion de informacién de los pacientes, se registraron en una base de datos
elaborada en una hoja electrénica (Microsoft office Excel 2007) para su analisis
estadistico. Se consideraron positivos los casos cuyas muestras que mostraron un
S/P 50%-200%. La seropositividad se relacion6 con las variables edad, raza, género,
tipo de alimentacion, régimen de vacunacion y desparasitacion, habitos de paseo,
convivencia con otros animales y manifestaciones clinicas que manifestaron durante
su revisién. Los datos obtenidos se analizaron mediante Chi-cuadrada (X%) para
probar la independencia de las variables anteriormente mencionadas. Del mismo
modo, se realizé prueba de Razon de Momios (Odd Ratio) para estimar el riesgo de
ocurrencia. Para todos los analisis estadisticos, se utilizé el Software Statgraphics
Centurion, version 15.2.05. Statpoint Technologies, Inc. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de P<0.05, con un

intervalo de confianza (CI) de 95% calculado para cada rango de seropositividad.
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Resultados: De la cantidad total de pacientes, 1073 perros, atendidos en el Hospital
Veterinario de enero 2013 a marzo 2014, se logré obtener 92 muestras para su
analisis serologico. Esto represento el 8.57% de la poblacion atendida. Del total de
muestras, 46 correspondieron a pacientes considerados como Casos y 46 a los
pacientes Control. De ellos el 6.52% de los pacientes con manifestaciones clinicas
anticuerpos detectables para T. gondii. En contraste, ningun paciente tuvo
anticuerpos detectables para N. caninum. De los pacientes asintomaticos el 6.52%

mostré seropositividad a T. gondii. No se detectaron anticuerpos para N. caninum.

Las caracteristicas demograficas de los 92 pacientes incluidos en éste estudio para la

deteccidn de N. caninum y T. gondii se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas de los pacientes del estudio.

Caracteristicas Condicion Controles Casos
Edad <1 afio 22 22
>1 afio 24 24
Sexo Hembras 15 23
Machos 31 23
Raza* Si 34 34
No 12 12
Desparasitacion Si 36 26
No 10 20
Vacunaciones Si 40 29
No 6 17
Convivencia Si 20 23
con No 26 23
otras especies
Croquetas Si 23 26
No 23 20
Medio Urbano Si 3 7
No 43 39
Manifestaciones Si 46
clinicas No 46
sugestivas

*Raza: Ejemplares con caracteristicas de prototipos
aceptados por la Federacion Canofila Mexicana (FCM).

Los resultados de la deteccidn de anticuerpos se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Resultados de la deteccidn de anticuerpos en los pacientes estudiados.

Seropositivos

Grupo (%)

Anti-Neospora Anti- Toxoplasma
Control 6.52

No detectables
Casos 6.52

La técnica utilizada no detectd anticuerpos anti-Neosporaen ninguno de los dos
grupos. Sin embargo en ambos grupos se detectdé el mismo porcentaje de
anticuerpos anti-Toxoplasma.

En el grupo de pacientes Controles, la frecuencia de perros seropositivos a T. gondii
fue de 6.52%. Ninguno de los pacientes tuvo manifestaciones clinicas de
neuroldgicas o respiratorias. Los pacientes del grupo Casos, presentaron una
frecuencia de perros seropositivos a T. gondii de 6.52%. De este grupo, sélo el
2.17% present6 Unicamente afeccion neuromuscular; el 4.34% present6 afectacion
neuromuscular y respiratoria asi como la presentacion de manifestaciones
dermatoldgicas y oftalmicas. Las manifestaciones clinicas observadas en los
pacientes que tuvieron manifestaciones clinicas nerviosas fueron: ataxia, paresia,
mioclonos y atrofia muscular.

Posteriormente, la seroprevalencia anti-Toxoplasma se contrastd con la edad, sexo,
raza, medicina preventiva (vacunas y desparasitaciones), habitos de paseo, dieta,
habitat y manifestaciones clinicas de los pacientes. Los datos fueron analizados
mediante Chi-cuadrada, considerandose estadisticamente significativos los valores
con un P <0.05. Los resultados del analisis de factores de riesgo en los pacientes

positivos a T. gondii se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Resultados del analisis entre los anticuerpos y las caracteristicas
generales de los pacientes seropositivos a T. gondii

Factor de Pacientes Seropositivos X2 P
riesgo # (%)
Género Hembra 54 7.40
Macho 38 5.26 1.703 0.1919
Edad <0 44 6.81
>1 48 6.25 0.012 0.9122
Habitat Rural 82 4.87
Urbano 10 20.0 3.343 0.06
Alimentacion Croquetas 49 4.08
Casera 43 9.30 1.024 0.311
Convivencia Convivencia 49 8.16
Sin convivecia 43 4.65 1.024 0.311
Vacunas Vacunados 69 4.34
No vacunados 23 13.0 2.140 0.143
Desparasitacion Desparasitados 62 4.83
_No & 1B 0.883 0.3473
desparasitados
Paseos No realiza 27 3.70
Si realiza 65 7.69 0.498 0.480
Razas Mestizos 24 8.33
Puras 68 5.88 0.175 0.675
Manif. Clinicas Sugestivas 56 7.14
No sugestivas 36 5155 U 0.763

Entre los resultados destacables se encuentra que los pacientes menores a 1 afio
tuvieron anticuerpos anti-Toxoplasma un mayor porcentaje de casos seropositivos
que en otras edades; igualmente los perros mestizos y las hembras. Los pacientes
gue consumieron alimento casero, los que no tienen convivencia con otras especies
y a los que pasean también tuvieron mas mayor porcentaje de casos seropositivos.
Los pacientes no vacunados, no desparasitados y con manifestaciones clinicas
sugestivas, también tuvieron un mayor porcentaje de casos positivos, que Sus
contrapartes. Sin embargo a pesar de las diferencias encontradas, el analisis no
revel6 una asociacion causal entre la seropositividad y las variables estudiadas. Es

decir las diferencias encontrada en la seropositividad, son atribuibles al azar y no a
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alguna de las condiciones de los pacientes. De igual forma se realizé la prueba de

Razon de Momios (OR) para variables bajo en el estudio, con la finalidad de

conocer el riesgo o posibilidad de seropositividad (exposicion) a T.gondii. Los

resultados de presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Razon de momios de factores de riesgo de los pacientes seropositivos.

Factor de
riesgo

Género

Edad

Alojamiento

Alimentacio
n

Convivencia

Vacunas

Desparasita

cién

Paseos

Razas

Manif.
clinicas

Hembra
Macho

<0
>1

Rural
Urbano
Croquetas
Mixto

No convive
Si convive

Vacunados
No
vacunados

Desparasita
dos
No
desparasita
dos

No realiza
Si realiza

Mestizos
Puras

Sugestivas
No
sugestivas

tes

(#)

Pacien

54
38

44
48

82
10
49
43

49
43

69
23

62
30

27
65

24
68

56
36

Seropositi

VoS
(%)
7.40
5.26

6.81
6.25

4.87
20
4.08
9.30

8.16
4.65

4.34
13.0

4.83
10

3.70
7.69

8.33
5.88

7.14
5.55

O
R
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Los resultados del analisis de razon de momios, muestran que la probabilidad méas
alta asociada a la seropositividad (3.3) se encontrd en los pacientes que no
estuvieron vacunados. En seguida, en orden descendiente, se encontro en el
apartado de desparasitaciones indican que los pacientes no desparasitados, tuvieron
2.18 veces mas probabilidad de resultar seropositivos que los pacientes
desparasitados, De igual manera los pacientes que presentan signos sugestivos a la
enfermedad, tiene 1.3 veces mas probabilidad de mostrar seropositividad. Lo
anterior pareceria indicar por lo menos, una exposicion al parasito. En contraste, el
alojamiento, la alimentacion, la convivencia con otras especies y la realizacion de
paseos, mostraron un “Efecto Protector” para los pacientes, ya que el valor de OR
para ellos resulto ser menor a 1, lo que pareceria indicar la conveniencia de vigilar o
hacer recomendaciones al respecto. Las variables o factores de riesgo tales como el
género y raza mostraron OR también fueron menores a 1. La edad no mostro ser un
factor de riesgo importante para la seropositividad de los pacientes estudiados, ya
que aunque su OR sea ligeramente mayor a 1, la probabilidad de que la
seropositividad esté relacionada con la edad, es del 50%, es decir que existen las

mismas probabilidades de ocurrencia, independientemente de la variable.

Discusion: En éste estudio se analizé la seropositividad de T. gondii y N. caninum
en pacientes con y sin manifestaciones clinicas que fueron atendidos en el HV-
UAA. Todos los pacientes fueron mascotas, es decir, tenian duefio o responsable
que pudo aportar informacion precisa sobre su edad, vacunaciones, tipo de
alimentacion, convivencia con otras especies y datos relevantes para este estudio lo
que permitié obtener la informacion clinica zootécnica necesaria de cada canino
incluido en éste estudio y comparar los resultados de las muestras analizadas con las
variables seleccionadas.

La seropositividad de toxoplasmosis encontrada en nuestros pacientes con
sintomatologia fue de 6.52% (3/46), la cual comparada con estudios similares

presenta diferencia respecto a lo reportado en otros paises tal como Brasil en el cuél
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Mineo et al., 2001 reportan una frecuencia de 36%, Fridlund et al., 2011 21.08%,
Langoni et al., 2012, 22% vy en la ciudad de Lima, Ruiz et al., 2012 reportaron un
24.0 £ 8.5% de frecuencia. Por otro lado en los pacientes del grupo Control, la
seropositividad correspondio a 6.52% (3/46) teniendo seroprevalencia similar a lo
reportado por Ruiz, et al., 2012 que reportaron una frecuencia de 3.3 + 3.1.
Comparando la seropositividad de nuestro estudio, encontramos resultados similares
con porcentaje de seroprevalencia reportado por Jittapalapong et al., 2007 de 9.4%,
Hosseininejad y Hosseini 2011 de 8.94%%, Reid et al.,, 2012 de 10.1% vy
Gharekhani et al., 2014 de 10.7%.

En contra parte a nivel mundial se han realizado diversos estudios de
seroprevalencia de anticuerpos anti T. gondii que muestran diferencia en porcentaje
respecto a lo encontrado en nuestro estudio, Ali et al., 2003 reportan 32%, Azevedo
et al., 2005, 45.1%, Aguiar et al., 2012, 57.6%, Kilic et al., 2008, 92%, Wang et al.,
2012, 21.6%, Yan et al., 2012, 40.93%, Enachescu et al., 2013, 50%, Alvarado et
al., 2014, 67.3%, Dantas et al., 2014, 15.6%, Gharekhani et al., 2014., 10.7% y
Sharma et al., 2014, 33.4%. Los hé&bitos alimenticios no fueron estadisticamente
significativos en nuestro estudio, lo que difiere de un estudio realizado por Ali et al.,
2003 que reportaron mayor seroprevalencia en pacientes que consumian croquetas
con comida casera. Los pacientes que pasan tiempo fuera de casa, es decir que
realizan paseos tampoco tuvieron un valor estadisticamente significativos, lo cual
difiere de lo reportado por Ali et al., 2003 quienes se reportaron una mayor
prevalencia en pacientes que realizaban paseos libres o sin supervision, lo cual
sugiere un riesgo de exposicién. Se encontré que pacientes menores a 1 afio
presentaron mayor porcentaje de seropositividad, lo cual difiere de lo reportado por
Enachescu et al., 2013 y Yan et al., 2012, quienes encontraron un mayor nimero de
pacientes afectados mayores de un afio, sugiriendo una exposicion post-natal. Sin
embargo Jadoon, et al., 2009 sefiala que pacientes hembras menores a un afio
tuvieron una mayor seropresencia, situacion que es coincidente con nuestro estudio,
pero como ya Sse menciond, nuestros resultados no fueron estadisticamente
significativos.
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La mayoria de los pacientes contaban con un calendario de vacunacion y
desparasitacion actualizado, en el andlisis de OR muestra que la falta de
seguimiento en ambas intervenciones genera un riesgo para los pacientes. Esta
situacion es consistente con el estudio realizado por Aguiar et al., en donde
pacientes enfermos con distemper canino, se encontraban también afectados de
Toxoplasma, Neosporosis 0 ambas. Esta situacion se presenta de manera secundaria
a una inmunodepresion lo cual deriva frecuentemente en el establecimiento de las
enfermedades que estudiamos, como patdégenos oportunistas. Esta situacion sugiere
que pacientes vacunados Yy desparasitados oportunamente, se mantienen

inmunocompetentes para afrontar desafios de estos parasitos y de otros agentes.

La nula seropositividad ante N. caninum como diagndstico diferencial obtenida en
nuestro estudio puede ser atribuida a la variable de vivienda, ya que nuestros perros
son del area rural pero habitan en una vivienda y tiene se tiene el cuidado que no

deambulen libremente.

Conclusién: El estudio realizado es el primero realizado en una institucién clinico-
hospitalaria de referencia en el estado de Aguascalientes lo que permitié explorar y
analizar con mas elementos los resultados obtenidos. La presencia de anticuerpos
anti-Toxoplasmois se detect6 tanto en los dos grupos de pacientes en un porcentaje
menor a lo esperado, lo que sugiere que las intervenciones médicas han sido
suficientes para mantener la enfermedad bajo control. No se detectaron anticuerpos
anti-Neospora. Considerando el valor de OR en los factores de riesgo, es importante
promover intervenciones médicas integrales, es decir que involucren al menos los
factores de riesgo estudiados, sin descuidar aquellos descritos por otros autores.
Insistir en la importancia de seguir recomendaciones médicas que eviten factores de
riesgo para los perros tales como la falta de vacunacion y desparasitacién, ya que al
parecer esto hace que el sistema inmune mantiene su competencia. Se deben
continuar con la realizacion de estudios en ambitos clinicos incrementando el

numero de muestras y de pruebas para la deteccion de otras enfermedades que

89



permitan distinguir enfermedades con cursos clinicos similares como el Distemper
Canino, ya que permitirian realizar diagnosticos oportunos y precisos para actuar en
consecuencia con medidas preventivas y curativas. A pesar de la baja
seroprevalencia encontrada se considera que ambas enfermedades deben ser
incluidas como diagndstico diferencial en pacientes que tengan manifestaciones

clinicas compatibles con las enfermedades parasitarias estudiadas.
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Resumen

Introduccion: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt Xt IXT X IXT IXT IXT Ot It tXt tXt Xt Xt Xt Xt Xt Xt txt txt txt Xt Xt ©xt tXt txt txt txt txt
Xt Xt txt txt txt txt txt txt txt It txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ot et ot
Xt IXt tXt Xt Xt txt tXt tXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ixt txt txt txt xt txt txt
Xt IXt tXt Xt txt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt .

Método: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt IXt tXt Xt Xt txt txt tXt Xt txt txt tXt Ot It txt it txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt xt txt
Xt IXt tXT Xt Xt txt txt tXt Xt Xt txt Xt tXt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt Xt IXT IXT IXT IXT IXT Ot tXt it tXt Xt Xt Xt txt Xt txt Xt Xt ©xt txt txt txt Ot Ot txt txt txt
Xt It txt txt txt xt txt txt txt txt txt txt .

Resultados: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt Xt IXT IXT IXT IXT OXT tXt tXt tXt Xt it Xt Xt Xt txt xt txt Ot Ot It It It It txt txt txt xt
Xt tXt tXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt it txt txt txt
Xt tXt tXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ext xt txt txt
Xt txXt txt txt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt .

Discusion o Conclusion: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
IXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt txt txt xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ixt ot txt it
Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txe txt et txt
Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt xt txt txt txt txt txt txt .

Palabras Clave: minimo 4, mdximo 5
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Abstract

Introduction: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt et txt et
Xt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ixt txt txt txt xt txt et
XU Xt tXt Xt txt Xt txt Xt txt Xt txt (Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt et
Xt Xt It txt txt txt txt tXt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ot txt txt txt xt txt xt it it
Xt Xt txt txt txt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt .

Method: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt IXt tXt Xt Xt txt tXt tXt Xt txt txt tXt txt It txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt xt txt
Xt IXt tXt Xt Xt txt txt tXt Xt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt Xt XT X X IXT IXT Ot It it tXt Xt Xt Xt it txt txt Xt Xt xt txt txt txt Ot txt txt txt txt
Xt It Xt txt txt xt txt txt txt txt txt txt .

Results: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt it txt txt txt txt txt txt it txt txt txt
Xt Xt IXT IXT IXT OXT OXT tXt tXt tXt Xt Xt Xt Xt it txt xt ©xt Xt Xt It It IXt it tXt txt Xt txt

Xt Xt IXT X IXT IXT IXT tXt tXt Xt Xt Xt txt Xt txt xt xt Xt It It It IXt tXt tXt tXt tXt Xt txt

Xt IXt tXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt et txt txt txt
txt tXt tXt txt txt xt txt txt txt txt txt txt .

Discussion or Conclusion: Txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt txt txt tXt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt txt txt It txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt o txt ixt txt
Xt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt xt txt txt txt txt txt txt .

Keywords: minimum 4, maximum 5
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Introduccion

TXt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt It txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt
Xt Xt txt txt txt txt txt txt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt txt xt txt xt txt xt txt xt txt xt txt
Xt Xt It tXt txt txt txt tXt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt ot it oxt it txt
Xt Xt It tXt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt txt it txt txt txt txt txt txt txt xt txt
txt Xt txt txt txt Xt txt txt txt txt txt txt .

Meétodo

Text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text

text text.

Resultados

Text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text

text text.

Discusién o Conclusiones/

Text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text
text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text text

text text.
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