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RESUMEN

Con el propdsito de evaluar tres modelos para inducir la infeccion experimental de
perros con Neospora caninum a partir de tejidos fetales y neonatos bovinos
positivos al pardsito, se utilizaron 12 perros clinicamente sanos entre 2 y 10 meses
de edad, sin tomar en cuenta la raza ni el sexo. Se descarté un posible contacto
previo con el parasito a través del diagndéstico serologico por ELISA. Se obtuvieron
82 abortos y dos neonatos de 44 establos del CAITSA de la Cuenca Lechera de
Tizayuca, Hidalgo, de donde se transportaron en refrigeracion al Departamento de
Patologia de la FMVZ., UNAM. Las muestras de enceéfalo, corazén, diafragma,
higado, pulmones, rifion y musculo esquelético se evaluaron por histopatologia.
Cinco de los 82 abortos (6.09%) fueron positivos a lesiones caracteristicas
causadas por Neospora caninum y solo uno de ellos con presencia de quistes
intracelulares en el cerebro. Por medio de QHI los 5 casos fueron positivos a la
presencia del parasito. De los dos neonatos seropositivos solo uno presentd
lesiones microscopicas en cerebro, pero ambos fueron positivos a parasitos por
QHI. Para inducir en los perros el desarrollo de las fases entéricas, se les
proporcioné a cada perro 500g de tejidos fetales bovinos positivos y 600g de
tejidos de neonatos seropositivos. Se colectaron muestras de heces diariamente,
durante 3 semanas, las cuales se transportaron en refrigeracion al Departamento
de Parasitogia de la FMVZ UNAM. Para identificar la eliminacion de ooquistes, las
muestras se analizaron por medio de la técnica de flotacion fecal en solucion de
azucar de Sheather. Se realiz6 un seguimiento para la deteccién de anticuerpos
anti-N caninum por medio de ELISA tomando muestras de suero a los 45 dias
posinfeccion. Los perros fueron sacrificados humanitariamente para realizar la
necropsia y examinar el intestino por histopatologia e QHI. Ninguno de los perros
elimind ooquistes, seroconvirti6 o desarroll6 fases parasitarias enteroepiteliales.
Los datos anteriores indican la dificultad para infectar a los perros con tejidos de
bovinos positivos a N caninum bajo las condiciones de estos modelos en este
experimento.

Palabras claves: Modelos, perros, infeccion, abortos, neosporosis
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SUMMARY

With the purpose of evaluating three methods to induce the experimental infection
of dogs with Neospora caninum starting from fetal tissues and positive bovine
neonates to the parasite, 12 clinically healthy dogs between 2 and 10 months of
age were used, unregarding the race and gender. Any possible previous contact
with the parasite was ruled out through ELISA analysis. Eighty two abortions from
44 stables and two neonates of the CAITSA of Tizayuca, Hidalgo were obtained,
and transported in refrigeration to the Department of Pathology of the FMVZ
UNAM. The samples that consisted on encephalon, heart, diaphragm, liver, lungs,
kidney and skeletal muscle were evaluated by histopathology, of which 5 positive
abortions were identified through the characteristic lesions caused by Neospora
and, one of them, through the presence of intracellular cysts in the brain, all the
above-mentioned features were confirmed by immunohistochemistry. To induce
the development of the enteric phases, the dogs were fed 500g of positive bovine
fetal tissues and 600g of tissues from seropositive neonates. Fecal samples were
collected daily during 3 weeks, and transported refrigerated to the Department of
Parasitogy of the FMVZ UNAM. In order to identify oocysts elimination, samples
were analyzed by fecal flotation in solution of sugar of Sheather. To follow up for
the presences of anti-N caninum antibodies ELISA analyses were performed 45
day post infection from serum samples. The dogs were euthanized to carry out the
necropsy and evaluate the intestine for histopathology and QHI. The results
indicated that none of the dogs eliminated oocysts in the fecal samples,
seroconvert or developed parasitic phases in enteric epithelial. Alls the previous
data indicate the difficulty to infect the dogs with N caninum positive bovine fetal

tissues under the conditions of the models in these experiments.

Passwords: Models, dogs, infection, abortions, neosporosis
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un parasito Apicomplexa de los animales, que hasta antes
de 1988 fue confundido con Toxoplasma gondii ya que los taquizoitos y los
quistes de estos dos parasitos son muy semejantes morfolégicamente (Dubey et
al., 1988b). Es un patégeno que causa enfermedad neuromuscular neonatal en el
perro y es una de las principales causas de aborto bovino en muchos paises.
Ocasionalmente causa infecciones clinicas en caballos, ovejas, cabras y venados.
(Dubey y Lindsay, 1996; Lindsay y Dubey, 2000; Dubey , 2003b )

Es uno de los parésitos de la vaca mas eficientemente transmitidos y algunos
hatos estan infectados hasta en un 90 %. Los parasitos son transmitidos a la vaca
via ooquistes excretados por los perros o por via transplacentaria que es
considerada como la mayor ruta de transmision. Los perros domeésticos son
conocidos como los huéspedes definitivos (McAllister et al., 1988; Lindsay et al.,
1999a; Lindsay et al., 2001). Recientemente se ha demostrado, que también los
Coyotes (Canis latrans) son huéspedes definitivos del parasito (Gondim et al.,
2004).

Ciclo de vida. El perro es tanto huésped intermediario como huésped definitivo de
N. caninum (McAllister et al., 1998; Lindsay et al., 1999a) El ciclo de vida esta
tipificado por tres estados infecciosos: taquizoitos, quistes tisulares y ooquistes.
Los taquizoitos y quistes tisulares son los estados que se encuentran en los
huéspedes intermediarios y estos se presentan intracelularmente (Dubey et al.,
2002). Los taquizoitos miden 6 x 2 pum. Los quistes tisulares son redondos u
ovales y miden hasta 107 um de diametro y se encuentran principalmente en el
sistema nervioso central. La pared del quiste es gruesa de 4 um y encierra
bradizoitos los cuales miden de 7-8 x 2 um. Los quistes tisulares de pared delgada
(0.3 -1.0 um) han sido recientemente descritos en musculos de vacas y perros

naturalmente infectados con parasitos semejantes a N. caninum (Peters et al.,



2001). Estos no han sido vistos ni encontrados en animales infectados

experimentalmente (Dubey et al., 2002).

Los perros domeésticos son conocidos como huéspedes definitivos para N.
caninum (McAllister et al., 1988). También pueden ser huéspedes intermediarios
cuando consumen ooquistes provenientes de otros perros infectados (Lindsay vy
Dubey, 2000). Los ooquistes no esporulados de perros infectados de forma
experimental miden 11.7 x 11.3 (10.6 -2.4 x 10.6 -12.0) um de tamafio (Lindsay et
al., 1999a), los cuales esporulan fuera del huésped y se induce la esporulacion en
tres dias como lo informa (McAllister et al., 1988), o mezclandolos en acido
sulfarico al 2%, a 37° C o entre 22 a 25° C en 24 horas (Lindsay et al., 1999a). Son
similares morfolégicamente a los de Toxoplasma gondii y Hammondia hammondi
en heces de gato y a los ooquistes de Hammondia heydorni en heces de perros
(Dubey et al., 2002) (Slapeta et al., 2002).

Los ooquistes no esporulados se convierten en esporulados en el suelo y
pueden contaminar el agua y el alimento de otros animales. Al ser consumidos por
algun huésped intermediario como los rumiantes, caballos entre otros animales
salvajes, los ooquistes liberan a los esporozoitos que infectan el intestino delgado.
Los esporozoitos en el intestino, se dividen por endodiogenia y se convierten en
taquizoitos los cuales son las fases de multiplicacién rapida del parasito, capaces
de infectar posteriormente al musculo esquelético y cardiaco, higado, sistema
nervioso central (SNC) y tejido conjuntivo principalmente. Los quistes con
bradizoitos representan a las fases de multiplicaciéon lenta del parasito y solamente
se han identificado en el SNC, nervios periféricos y retina (Dubey y Lindsay, 1996;
McAllister et al., 1998; Dubey, 1999a; Dubey, 1999b; French et al., 1999; Dubey,
2003ab).

Sintomatologia en el perro. Como huéspedes definitivos (infectados
experimentalmente) no se presentan signos clinicos (McAllister et al., 1998;

Lindsay et al., 1999a; Gondim et al., 2002) pero como intermediarios, los perros



pueden verse afectados a cualquier edad, sin predisposicion de raza o sexo. La
mayoria de los casos descritos implican a varios miembros de camadas en los que
los signos clinicos aparecieron entre las 2 y las 20 semanas de edad, pero han
habido casos confirmados en perros tan jovenes como de dos dias de edad
(Barber y Trees., 1996) y tan viejos como de 15 afios (Dubey et al., 1988a). Se
han descrito casos en forma individual, asi como en grupos de perros relacionados
y en perros de zonas rurales y urbanas. Estudios experimentales indican que N
caninum puede causar muerte fetal, momificacion, reabsorcion y nacimiento de
cachorros débiles, pero no ha habido ningun informe de aborto debido a
neosporosis en perros. También los cachorros pueden desarrollar neosporosis
clinica si se infectan postnatalmente. La inmunosupresién, ya sea natural o

inducida, puede exacerbar la enfermedad (Dubey y Lindsay, 1996).

El sindrome descrito mas comunmente implica una paresia de miembros
pélvicos que progresa hasta la pardlisis y debilidad de miembros toracicos por
deficiencia de los nervios craneales. La muerte se produce como consecuencia de
la pardlisis progresiva y meningoencefalomielitis, insuficiencia cardiaca y
neumonia. El curso de la enfermedad es variable y en los casos hiperagudos
mueren durante la primera semana en la que se notan los signos. En otros casos
el curso es mucho mas crénico y los signos progresan gradualmente durante

varias semanas. (Barber y Trees, 1996).

Inicialmente los duefios notan un tipo de marcha como de “saltos de conejo”,
una apatia para saltar o que las miembros se abren cuando el perro esta sentado.
La paresia de los miembros pélvicos puede ser uni o bilateral. La pardlisis puede
ser flacida o espastica; en alrededor de la mitad de los casos se desarrolla una
hiperextension rigida de la rodilla y/o el tarso en uno o0 ambos miembros pélvicos.
La incontinencia urinaria es rara al principio, pero puede desarrollarse a medida
que la enfermedad progresa. La fiebre y la inapetencia son raras, la mayoria de
los perros permanecen concientes y alertas hasta la muerte (Barber y Trees,
1996).



En la mayoria de los casos, el examen fisico revela signos, pero la presentacion
puede ser variada y no todos los signos se desarrollan simultdneamente. De esta
manera los signos clinicos progresan hasta producir paresia/paralisis de los
miembros toracicos, depresion, alteracion de los reflejos oculares, (por ejemplo,
reflejos pupilares lentos, anisocoria, estrabismo, ptosis, nistagmus) inhabilidad
para abrir o cerrar la mandibula, dificultad para deglutir y disnea. En esta fase la
mayoria de los perros son sacrificados (Barber y Trees, 1996; Dubey y Lindsay,
1996).

Hay casos ocasionales que pueden presentar o tener signos asociados a
lesiones cardiacas (muerte suObita), pulmonares (tos, letargia y pirexia),
dermatolégicas (dermatitis hemorragica, ulcerosa, necroética, piogranulomatosa
multifocal). También puede haber hepatitis, pancreatitis o adrenalitis, ya que los
taquizoitos de N caninum han producido necrosis en estos érganos (Dubey et al.,
1988a) dando lugar a signos clinicos tales como vémitos y polidipsia asi como
complicaciones neuromusculares (Barber y Trees, 1996). Los valores heméticos,
usualmente no se alteran. Puede haber un incremento en los niveles de enzimas
séricas asociado a necrosis de los miocitos o hepatocitos (Lindsay y Dubey,
2000).

Lesiones microscopicas. En casos de neosporosis clinica, los hallazgos post
mortem de cachorros son principalmente meningoencefalomielitis linfocitica y
microgliosis, neumonia, miositis, miocarditis y poliradiculoneuritis linfocitica. Esta
diversidad de lesiones, hace necesario el diagnéstico igual que en el caso de los
bovinos, por inmunohistoquimica (QIH) o por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectar parasitos (Dubey y Lindsay, 1990; Hay et al., 1990;
Ruehlmann et al., 1995; Barber et al., 1996. Lindsay y Dubey, 2000).

Transmision. Poco se sabe acerca del modo de dispersion y distribucion en los

tejidos de los animales usando las rutas naturales de transmision. El parasito



puede ser transmitido transplacentariamente en varios huéspedes, siendo la ruta
vertical el mejor modo de transmision. Los carnivoros pueden adquirir la infeccion
por ingestion de tejidos infectados. (McAllister et al., 1998, Lindsay et al., 1999a,
1999b; Dijkstra et al., 2001 ; Shares et al.,, 2001 Gondim et al., 2002). Es
epidemiolégicamente importante identificar ooquistes en las heces de los perros lo
cual no siempre resulta sencillo ya que el examen microscopico no es suficiente
para identificar los ooquistes de N. caninum en las heces de estos animales
(Dubey, 2003a). Por ello, se han desarrollado métodos para distinguir
genéticamente los ooquistes de N. caninum de otros ooquistes como los de
Hammondia heydorni. (Hill et al., 2001). Ooquistes de N. caninum han sido
identificados en heces de perros naturalmente infectados (Basso et al., 2001a;
Slapeta et al., 2002; McGarry et al., 2003; Shares et al., 2005).

Actualmente no hay un modelo animal que sustituya a los perros para mejorar
las pruebas que detecten ooquistes de N. caninum en las heces. Aunque algunos
ratones “Knockout” (KO) son utilizados para el aislamiento del parasito a partir de
tejidos, ya que son altamente susceptibles a la inoculacién parenteral con
taquizoitos y quistes tisulares (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey et al., 1998),
aungue son menos susceptibles a la inoculacion oral o parenteral con ooquistes
(Dubey y Lindsay., 2000; Basso et al., 2001a; Schares et a.| 2001). Otras
especies de gerbos, Meriones tristrami y ratas de arena (Psammomys ubesus)

también son susceptibles a la infeccidon con taquizoitos (Pipano et al., 2002).

En un estudio realizado por Lindsay et al., (2001) uno de tres perros alimentados
con cerebros de ratén conteniendo quistes tisulares excretdé ooquistes en las
heces. Los resultados indican que un simple taquizoito de N caninum contiene
toda la informacion genética necesaria para producir los ciclos sexual y asexual en
el intestino canino. Se han logrado obtener ooquistes de N. caninum de perros que
han sido alimentados con cerebros de bufalos de agua (Bubalus bubalis)
naturalmente infectados (Rodrigues et al., 2004), y de cerebros de venados cola

blanca (Odocoileus virginianus) naturalmente infectados (Gondim et al., 2004).



Epidemiologia. En la naturaleza no se conoce como se infectan los perros ya que
animales pequefios que los perros pueden cazar y consumir no han sido
identificados como huéspedes naturales de N. caninum. El consumo de fetos
bovinos abortados parece no ser una fuente frecuente de infeccion en esta
especie (Bergeron et al., 2001b), ademas el consumo de membranas placentarias
también puede ser una fuente de infeccion ya que los parasitos han sido
encontrados en placentas naturalmente infectadas y los perros alimentados con
ellas han eliminado ooquistes (Dijkstra et al., 2001; Bergeron et al., 2001a; Dijkstra
et al., 2002).

Poco se conoce sobre la frecuencia de eliminacion de ooquistes por los perros,
ni tampoco de su resistencia en el ambiente. Sin embargo, Gondim et al., (2002)
realizaron un experimento en donde 9 perros fueron alimentados con tejidos de
terneras infectadas con Neospora y la produccion fue de 160,700 ooquistes en
promedio, mientras que en otros 6 perros que fueron alimentados con cuerpos de
ratones también positivos, produjeron 5,400 ooquistes en promedio. El periodo
prepatente fue de 5 a 10 dias. Ademas demostraron la transmision ciclica entre
perros y bovinos. Lindsay et al., (1999) confirmaron que el periodo de prepatencia

es de 5 dias.

No debe permitirse a los perros comer fetos abortados, membranas fetales o
terneros muertos. (Dubey, 2003a) ya que puedan contener taquizoitos o
bradizoitos de N. caninum y por ende, eliminar ooquistes (Thurmond y Hietala
1995, 1996; Innes et al, 2001, 2002). Varios estudios sugieren que la
cohabitacion de perros y vacas es un factor de riesgo para la infeccion de N.
caninum (Cabassi et al.,, 2001ab; Sanchez et al., 2003), drogas que puedan
prevenir la transmisibn de los parasitos de las madres a los fetos son

desconocidas pero la investigacion continla en esta area (Dubey, 2003a).



La importancia de los perros en la epidemiologia de la neosporosis bovina no
esta todavia clara. Es probable que los ooquistes de N. caninum de las heces del
perro puedan servir como fuente de infeccion para el ganado (Cabassi et al.,
2001b). La infeccion del ganado con ooquistes via oral se demostro
experimentalmente (Trees, et al., 2002) pero no en la naturaleza. Estudios
recientes han mostrado que los parasitos aislados a partir de canino y bovino son
el mismo organismo. A pesar de la investigacion activa durante una década, muy
poco se conoce sobre los mecanismos de transmision horizontal, aunque la

transmision vertical esta bien documentada (Antony y Williamson, 2001).

Diagndstico. Usualmente se usan para detectar anticuerpos anti-N. caninum en
los perros pruebas seroldégicas como la aglutinacién directa para Neospora
(NAT) (Barber y Trees, 1996; Romand et al., 1998), la prueba de anticuerpos
fluorescentes indirectos (IFAT) (Dubey y Lindsay, 1996). Y la prueba de ELISA
(Bjorkman et al., 1994; William et al., 1999; Larsi et al., 2004).

Frecuencia seroldgica de neosporosis en perros. Hay varios informes de los
hallazgos serolégicos que se han obtenido utilizando como pruebas diagndsticas
NAT o ELISA. Se indican en el cuadro 1, el pais de origen de los perros, el
namero de animales analizados, el resultado obtenido y cuando se menciona el
tipo de perro, se refiere a cual es la actividad que realizan los perros en el lugar

donde se muestrearon y la cita correspondiente.



Cuadro 1. Informes de frecuencia seroldgica a neosporosis en perros en diversas

partes del mundo

Lugar Numero Frecuencia Tipo Cita
de perros

Italia 194 (29%) (Cringoli et al., 1996)
Australia 451 (9%)
Uruguay 414 (20%)
Isla de Falkland 500 (0.2%)
Kenia 140 (0%) (Barber et al., 1997a)
Bélgica 300 (11%) (Barber et al., 1997b)
Nueva Zelanda 200 (22%) (Reichel et al., 1998)
Japon 48 (31%) establo

198 (7%) urbanos (Sawada et al., 1998)
Los Paises Bajos 152 (23.6%) de granja

344 (5.5%) urbanos (Wouda et al., 1999b)
Turquia 150 (10%) (Coscun et al., 2000)
Argentina 125 (48%) establo

35 (54.2%) rancho

160 (22.2%) urbanos (Basso et al., 2001b)
Argentina 320 (37.8%) (Basso et al., 2001b)
Brasil 163 (6.7%) (Mineo et al., 2001)
Chile 120 (12.5%) urbanos

81 (26%) rurales (Patituci et al., 2001)

Alemania 50 (4%) sin signos

200 (13%) con signos  (Klein y Muller, 2001)
Italia 335 (18.2%) urbanos

67 (37.3%) establo (Cabassi et al., 2001b)
Brasil (Parand) 134 (21.6%) establo (Souza et al., 2002)
Brasil 500 (10%) mascotas

611 (25%) callejeros  (Gennari et al., 2002)
Italia 1058 (6.4%) (Cringoli et al., 2002)
México 27 (51%) granja

30 (20%) Ciudad (Sanchez et al., 2003)

Egipto 29 (27.5%) (EI-Ghaysh et al., 2003)
Nueva Zelanda 150 (30.7%) urbanos

161 (74.5%) de establo (Anthonyy

154 (96.8%) granjas de ovejas Williamson, 2003)
Italia 282 (18%) (Kramer et al., 2004)




Investigacion en México. El primer informe de aborto bovino asociado a
neosporosis realizando el diagnéstico por medio de histopatologia e IHQ en
México, lo llevaron a cabo Morales et al,. (1997). Posteriormente, en una encuesta
seroldgica realizada en algunos hatos lecheros mexicanos entre 1997 y 1999 se
encontré una frecuencia por serologia del 72%, con tasas de aborto entre el 13y
30% anualmente y del 36% en hatos con tasas de aborto hasta del 12% anual
(Morales et al., 2001a). Otro estudio seroldgico realizado por Garcia et al., (2002),
en Aguascalientes, informd que de 187 animales de 13 hatos, el 59% fueron

positivos a anticuerpos anti-N. caninum, asi como el 100% de los hatos.

En un estudio histopatolégico y por QHI efectuado en 211 fetos abortados de las
principales cuencas lecheras mexicanas realizado por Morales et al., (2001b), se
encontraron lesiones caracteristicas de neosporosis en 73 (35%). Los tejidos de
41 fetos de 53 con estas lesiones (78%) fueron positivos a la presencia de
parasitos por QHI. Sanchez et al., (2003) realizaron el primer estudio serologico de
neosporosis en perros de México, comparando la presencia de anticuerpos anti-N.
caninum entre perros de establo y de ciudad, asi como en vacas de establos con y
sin perros, encontrando que la frecuencia de anticuerpos anti-N. caninum fue
significativamente alta en perros de establo (51.85%) con respecto a los de
ciudad, y la frecuencia de anticuerpos anti-N. caninum en vacas fue

significativamente mayor en establos con perros.

Jacobo (2004) colectdé muestras sanguineas de 460 bovinos hembras mayores
de 6 meses de edad de 14 hatos, del distrito de Desarrollo Rural # 148, en
Cajeme, Sonora. Y mediante la prueba de ELISA se determin6 una frecuencia del
32.3%. Alvarez et al., (2004) mediante ELISA observaron respuesta positiva en
sueros de 170 vacas (40%) de 422 muestreadas de Tizayuca, Hidalgo. Tres
abortos fueron positivos por PCR lo que representd el 6.2% de los fetos

analizados.



En un estudio reciente realizado por Garcia et al., (2005) en 20 hatos lecheros de
cinco regiones en México, con una muestra de 813 bovinos, la prevalencia
seroldgica fue del 42% dicha positividad fue asociada al aborto, y en conjunto, se
atribuyeron 26% a N caninum.

Hasta el momento, la investigacion indica que N. caninum esta ampliamente
difundida en hatos bovinos a nivel mundial y que principalmente los perros de
establo juegan un papel importante en la transmisién. Se ha demostrado que el
perro es un huésped definitivo, lo cual se logréo de forma experimental con la
administracion de ratones infectados, y solo hay tres informes de eliminacion de
ooquistes por infeccion natural. Los ooquistes eliminados en el excremento han
sido plenamente identificados, a pesar de ello, hay poca informacién sobre la
identificacién, caracterizaciébn y multiplicacion de las fases enteroepiteliales de
este parasito, la frecuencia de eliminacion de los ooquistes y del tiempo en que
éstos permanecen viables en el excremento de los perros. El ciclo completo del
parasito en el perro se desconoce, las Unicas fases extraintestinales identificadas
en éste son los taquizoitos y los bradizoitos en casos de neosporosis clinica.

Todavia no se conoce lo suficiente sobre la capacidad infectiva de los tejidos
fetales bovinos que son ingeridos por los perros. Varios informes de investigacion
detallan los precisos manejos que se requieren para reproducir la neosporosis
entérica en los perros. Sin embargo, son escasos los que han intentado
reproducirlo a partir del consumo directo de placentas vy tejidos fetales positivos al

parasito, como podria suceder en la naturaleza.

Por lo antes expuesto, la presente investigacion contribuye con los resultados
gue se obtuvieron al aplicar tres diferentes modelos para la infeccion de perros a
partir de tejidos fetales y neonatales bovinos positivos al parasito y se proponen

medidas para prevenir la neosporosis en las poblaciones animales expuestas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar tres modelos de infeccion experimental en perros con tejidos fetales y

neonatos de bovino positivos a Neospora caninum.

Objetivos particulares.

1.- Identificar muestras positivas a Neospora caninum en tejidos fetales de bovino
a través de histopatologia e inmunohistoquimica.

2.- Inducir el desarrollo de las fases entéricas (esquizogonia y gametogonia) de
Neospora caninum en perros a través de la administracion oral de tejidos de fetos
y neonatos de bovino positivos a heosporosis.

3.- De acuerdo a los resultados de este estudio, proponer medidas de prevencion

y control para las poblaciones animales expuestas al parasito.

HIPOTESIS

La administracion oral en perros de tejidos fetales y neonatales bovinos positivos a

neosporosis produce el desarrollo de fases entéricas de Neospora caninum
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MATERIAL Y METODOS

1.- PRIMER MODELO

a) Obtencion de tejidos fetales de bovino. De agosto a noviembre del 2004 se
recibieron 40 fetos de 7 a 8 meses de desarrollo y que no tenian mas de 7 dias de
haber sido abortados, los cuales procedian de 22 establos del Complejo
Agropecuario Industrial de Tizayuca Sociedad Anénima (CAITSA) localizado en la
Cuenca Lechera de Tizayuca, Hidalgo. Ubicada en el Kilometro 51.5 de la
carretera libre México— Pachuca, estos establos cuentan con antecedentes de

neosporosis confirmada por estudios previos (Morales et al, 1997; 2001a; 2001b)

En la sala de Necropsias del CAITSA, se realizé la diseccion de estos fetos
obteniéndose el encéfalo, corazén, pulmones, diafragma, higado, riidn y musculo
esquelético. Parte de estos tejidos fueron fijados en formalina al 10% a un pH de
7.4 para su estudio histopatologico, el resto se transportd inmediatamente en
refrigeracion al Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM.

b) Manejo de los tejidos que fueron utilizado como fuente de infeccion. Con
el fin de identificar tejidos positivos a N caninum las muestras de los tejidos
previamente ciatdos que fueron fijados en formalina al 10% al menos por 24 horas,
se procesaron por la técnica histolégica de rutina, para ser incluidos en parafina,
cortados a 4um de grosor y tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H.E.). Las
porciones de tejidos que se utilizaron para administrarse a los perros, se
conservaron a 4 °C hasta que por histopatologia se reconociera algun caso
positivo, es decir, cuando estos presentaron lesiones caracteristicas o por la
presencia de parasitos. Los casos positivos fueron preparados como alimento. Las

muestras que no fueron positivas se eliminaron por incineracion.
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Los casos positivos a lesiones de neosporosis por histopatologia en todos los
modelos de esta investigacion, se confirmaron por inmunohistoquimica (QHI)
usando la técnica del Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (CAPB-P) como se
describe a continuacion:

- Las secciones tisulares incluidas en parafina, fueron cortadas a 3 um de grosor y
adheridas en laminillas preparadas con una solucién adhesiva. En este caso se
utilizé Poli-L-Lysina®.

- Se desparafinaron a 60° C durante 60 minutos y posteriormente fueron
sumergidas en xilol en dos cambios de 20 minutos cada uno y en acetona en dos
cambios de 5 minutos cada uno, alcohol etilico absoluto realizando 2 cambios de 5
minuto cada uno. Posteriormente se llevo a cabo la rehidratacion de los tejidos
sumergiendo las laminillas en alcoholes a diferentes concentraciones (96%, 80%,
50%) dos cambios de 5 minutos cada uno y finalmente en agua destilada 3
cambios de 5 minutos cada uno.

- Para inhibir la actividad de la peroxidasa enddgena, las laminillas fueron tratadas
con peroxido de hidrogeno en metanol (proporcion 1:8) durante 30 minutos.

- Lavados con solucién de fosfatos (Tris)? con tres cambios de 5 minutos cada uno
- Con el fin de exponer antigenos parasitarios intracelulares, se procedio a realizar
una digestién enzimatica de los tejidos utilizando una solucién de proteasa® diluida
al 0.1%, con solucién amortiguadora de fosfatos, y se incub6é en camara humeda
durante 10 minutos a 37° C. Después de la digestiéon, se decanté la proteasa y se
agregé la primera solucién bloqueadora®, para dejar posteriormente en camara
hameda a temperatura ambiente durante 45 minutos.

- Los tejidos se lavaron con Tris con tres cambios de 5 minutos cada uno.

- Se decant6 el Tris y se agregé la segunda solucién bloqueadora®, para dejar

posteriormente en camara himeda a temperatura ambiente durante 45 minutos.

1 Poly-L-Lysine Solution.SIGMA-ALDRICH CO. PO Box 14504 St Louis MO 63178 USA. tel
314-771-5750

2 Trisma Base SIGMA- ALDRICH CO. Tris Hydrochloride ICN Biomedicals, Inc. 1263 South
Chillicote Road Aurora, OHIO 44202 1-800-854-0530

3 Proteasa. SIGMA- ALDRICH CO

4 Endogenous Avidin/Biotin Blocking Kit. ZYMED Laboratories Inc. 561 Eccles Avenue. South San
Francisco, CA 94080 Tel. 650-871-4494. Web Site www.zymed.com
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- Los tejidos se lavaron con Tris con tres cambios de 5 minutos cada uno.

- Se aplico el anticuerpo primario® anti- N caninum producido en cabra a una
dilucion de 1: 1000 y se incub6 durante toda la noche a temperatura ambiente.

- Después de la incubacion los tejidos se lavaron con Tris con tres cambios de 5
minutos cada uno.

- Posteriormente se aplicé el anticuerpo secundario biotinilado® producido en ratén
anti-cabra, y se incubé en camara humeda durante 30 minutos a 37° C.

- Después de la incubacion los tejidos se lavaron con Tris con tres cambios de 5
minutos cada uno.

- Se procedi6 a aplicar el conjugado de enzima’ (estreptoavidina) y se incubé en
camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Después de la incubacion los tejidos se lavaron con Tris con tres cambios de 5
minutos cada uno.

- Posteriormente se revel6 las laminillas aplicando el cromégeno. En este caso se
utilizé una solucién de aminoetil carbazol® con peréxido de hidrégeno durante 3
minutos a temperatura ambiente y se realizo un lavado con agua destilada.

- Finalmente las secciones tisulares se lavaron con agua destilada y se incluyeron
por 5 minutos, contrastandose con Hematoxilina® de Mayer durante 4 minutos. Las
laminillas se prepararon en soluciéon de montaje'® para la observacién con el
microscopio Optico. Se consideraron positivas cuando habia quistes tisulares con
bradizoitos o0 solo taquizoitos de N caninum. tefidos de color café ocre
caracteristico.

- Para evaluar el proceso inmunoldgico se utilizaron como testigos positivos y
negativos laminillas con secciones de cerebro de un becerro que contenian

quistes tisulares con bradizoitos de N caninum.

5 Anti-N.caninum Antisera. VMRD Inc. PO Box 502 Pullman, WA 99163 USA.
Tel 1 (509) 334- 5815
6 Biotynilated, Affinity- Purified Mouse Anti-Goat IgG. Biocare Medical. 2940 Camino Diablo, Suite
300, Walnut Creek, CA 94597. Tel 800-799-9499 www.biocare.net
7 Streptavidin Peroxidase Conjugate. ZYMED.
8 Aminoethyl Carbazole Substrate Kit. ZYMED.
9 Hematoxylin Counterstain reagent. ZYMED.
10 GVA Mount (Muonting Solution). ZYMED.
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c) Seleccion y preparacion de los perros. Se utilizaron 3 perros criollos,
hermanos, de un mes de edad. Para confirmar que todos los animales estuvieran
clinicamente sanos, se les practicdé un hemograma, quimica sanguinea y estudio
coproparasitoscopico para determinar la presencia de helmintos o coccidias.
Ademas se les tomO una muestra sanguinea para la obtencion de suero para la
determinacion de anticuerpos anti-N. caninum utilizando el método de ELISA por
bloqueo*. Las muestras se consideraron como positivas a anticuerpos anti-N
caninum cuando el porcentaje de inhibicion fue igual o menor al 45 %. El
porcentaje de inhibicidon se calculo, como lo indica el fabricante con la siguiente
formula:

% de inhibicion = DO 450 de la muestra analizada X 100

DO del testigo negativo

DO= Densidad 6ptica

Los animales permanecieron separados en jaulas individuales y cada uno fue
identificado y observado diariamente. El alojamiento se llevé a cabo en las
instalaciones del INIFAP, CENID Microbiologia ubicado en la carretera México
Toluca Km 15.5. Todos los animales fueron alimentados con dieta comercial y una
vez a la semana se les administré trozos de pollo crudo, a fin de garantizar el

consumo de los tejidos fetales posteriormente.

d) Infeccién experimental en perros. Para inducir la infeccion experimental a
cada uno de los tres perros, se les administrd, por una sola ocasion fracciones de
los tejidos fetales bovinos crudos del mismo feto que por histopatologia resultd

positivo a la presencia de lesiones.

e) Seguimiento seroldgico y coprolégico de los perros. A los perros se les
obtuvo una muestra de sangre para obtener suero el dia 45 después de la
administracion del alimento preparado, con el fin de determinar la presencia de
anticuerpos anti-N caninum utilizando el método de ELISA por blogueo.

* Serological detection of specific antibodies to Neospora caninum by blocking ELISA method.
Institut Pourquier. Biotecnologia Industrial SA de CV. Darwin No.68-201 Col Anzures, México D.F.
México. CP 11590 Tel 5254-83-35/ 5203-11-98. Fax 5531-16-47 www.btimex@avantel.net
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Con el fin de identificar ooquistes de N. caninum, durante 3 semanas y a partir
del segundo dia de que los animales consumieron los tejidos fetales crudos se
colectaron diariamente la totalidad de las heces de cada perro, Después de
recoger las heces, se aplico por aspersién una soluciéon 1:100 de monopersulfato
de potasio* y posteriormente se lavé con agua y detergente el lugar. También, se
utilizé un tapete sanitario para lavar las botas después de atender a los perros
inoculados. Una porcion de heces de cada perro fue examinada siguiendo la
técnica de flotacion fecal en solucion de azucar de Sheather (densidad 1:28) (Hill

et al., 2001) esperando observar la presencia de los ooquistes.

2.- SEGUNDO MODELO

a) Obtencion de tejidos fetales de bovino. Se llevé a cabo de diciembre del
2004 a junio del 2005, mediante la obtencion de tejidos de 42 fetos de bovino
abortados entre 7 y 8 meses de edad, procedentes de 30 establos del CAITSA, a
cada feto se le practicé la necropsia y se obtuvo el encéfalo, corazén, pulmones,
diafragma, higado, riidn y muasculo esquelético. Parte de estos tejidos fueron
fijados en formalina al 10% a un pH de 7.4 para su estudio histopatoldgico. Las
muestras fueron procesadas de la misma forma como se describe para el modelo
1. El resto de los tejidos se transportaron inmediatamente en refrigeracién a las
instalaciones del INIFAP, CENID Microbiologia para ser administrado como

alimento.

b) Manejo de los tejidos que fueron utilizado como fuente de infeccion. Las
porciones de tejidos que se utilizaron para infectar a los perros se administraron el
mismo dia que se recibieron, solo cuando se realizd la necropsia al feto en las
instalaciones de la FMVZ UNAM, este se administrd hasta el dia siguiente. Este
procedimiento aumento la cantidad de tejidos que se proporcioné a cada perro. La

transportacion de las muestras se mantuvo a temperatura de refrigeracion (4 °C).

*Virkon, Bayer de México SA de CV. M de Cervantes Saavedra No 259, Col Ampliacion Granada.
CP 11520 México D.F. Tel 5728-3000
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c) Seleccion y preparacion de los perros. Se utilizaron 9 perros criollos de
ambos sexos, divididos en tres grupos de tres cachorros hermanos con edades de
2, 5y 7 meses. Se confirmd que todos los animales estuvieran clinicamente
sanos, previo a la inoculacién. Los animales permanecieron separados en jaulas
individuales y cada uno fue identificado y observado diariamente. El alojamiento se
llevd acabo en las instalaciones del INIFAP, CENID microbiologia. Todos los
animales fueron alimentados con dieta comercial y una vez a la semana se les

administraron trozos de pollo crudo.

d) Infeccién experimental en perros. Para intentar inducir el desarrollo de las
fases enteroepiteliales de N. caninum a los perros, se les administrO como
alimento por una sola ocasioén los tejidos fetales bovinos crudos que se obtuvieron
en ese dia, antes de que se hiciera el diagnostico histopatoldgico que indicara cual
caso era positivo a neosporosis. El tiempo de almacenamiento en refrigeracion fue
de 12 a 48 hr post aborto.

e) Seguimiento coprologico de los perros. La evaluacion de las heces por
medio del estudio coprolégico se llevé acabo en el laboratorio del Departamento
de Parasitologia de la FMVZ UNAM, a partir del segundo dia, hasta el dia 20
posinfeccion. Para ello, una porcion de heces fueron examinadas siguiendo la
técnica de flotacion fecal en solucion de azucar de Sheather (densidad 1:28) (Hill
et al., 2001).

f) Evaluacién histopatologica del intestino de los perros. Al finalizar este
modelo los perros ya de 8, 11 y 13 meses de edad fueron sacrificados de forma
humanitaria con sobredosis (2ml por cada 2.5 kg de peso vivo) de pentobarbital
sédico’ via intravenosa. Se realizé la necropsia, se tomaron muestras del intestino
en todas sus porciones, las cuales fueron fijadas en formalina al 10% a un pH de

7.4, procesadas por la técnica histologica de rutina, incluidas en parafina cortadas

1 Anestesal, Pfizer SA de CV. Salud Animal. Km 63 Carretera México-Toluca, Toluca Edo de
México, México.
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a 4um de grosor y tefiidas con H.E. Las preparaciones histoldgicas del intestino,
fueron observadas detalladamente por medio del microscopio éptico. Ademas se
sometieron a la prueba de QHI para determinar la presencia de parasitos de N

caninum.

3.- TERCER MODELO

a) Obtencion de los tejidos de neonatos bovinos: Con el propdsito de
identificar animales positivos al parasito se procedi6 a evaluar a 5 becerros
neonatos que aun no hubieran consumido calostro. Para ello se visitaron varios
establos, en ellos se tom6 una muestra de sangre de los becerros que nacieron en

el transcurso del dia, la noche y la mafana.

Las muestras de sangre se transportaron en refrigeracion al laboratorio de
pruebas y diagnostico en salud animal del CAITSA, donde se separaron los sueros
y se procedié a identificar animales positivos a anticuerpos anti-N caninum
utilizando el método de ELISA indirecta*. Las muestras se consideraron positivas
cuando el porcentaje del valor de la muestra fue mayor a 50%, para ello se utilizé
la siguiente formula:

% valor = DO de la muestra — DO del testigo negativo X 100

DO del testigo positivo — DO del testigo negativo

DO= Densidad Optica

De los animales que resultaron positivos, se adquirieron dos de ellos y se
transportaron a la sala de necropsias del mismo complejo agropecuario, donde
fueron sacrificados y se obtuvieron los siguientes 6érganos: cerebro, cerebelo,
médula espinal, corazon e higado. Una pequefa parte de estos érganos fueron
depositados en formalina al 10% con pH 7.4, para su posterior estudio
histopatolégico e inmunohistoquimico.

* Chekit- Neospora Enzyme Immuno-Assay (EIA). Bommeli Diagnostics Intervet. AV. Paseo de los
Frailes No. 22 Parque Industrial, Santiago Tiaguistenco. 52600, Edo. De México, México.
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b) Seleccion y preparacion de los perros. Se utilizaron 3 cachorros hermanos
de raza Poodle de ambos sexos, que al inicio del modelo tenian 5 semanas de
edad. Se confirmd que todos los animales estuvieran clinicamente sanos. Los
animales permanecieron separados en jaulas individuales y cada uno fue
identificado y observado diariamente. El alojamiento se llevdo acabo en las
instalaciones del INIFAP, CENID Microbiologia. Fueron alimentados con dieta

comercial y una vez a la semana se les administraron trozos de pollo crudo.

c) Infeccién experimental en perros. Los tres cachorros ya de 8 semanas de
edad fueron transportaron al CAITSA. Aproximadamente una hora después del
sacrificio de los becerros, se les proporcioné 600 gr de una mezcla de los tejidos
antes citados en trozos pequefios de ambos becerros y posteriormente se
reinstalaron a su confinamiento individual en el INIFAP, CENID Microbiologia.

d) Seguimiento coproldgico de los perros. Con el fin de identificar ooquistes de
N. caninum, a partir del segundo dia de que los animales consumieron los érganos
de los neonatos crudos, la totalidad de las heces de cada perro se colectaron
diariamente durante 16 dias, luego se aplicé por aspersion una solucién 1:100 del
desinfectante monopersulfato de potasio* y posteriormente se lavé con agua y
detergente. También, se utilizd un tapete sanitario para lavar las botas después
de atender a los perros inoculados. Las heces se transportaron en refrigeracion al
Departamento de Parasitologia de la FMVZ UNAM, en donde el contenido de cada
bolsa fue homogenizado y una muestra de 15 gr fue examinada en forma
duplicada, siguiendo la técnica de flotacion fecal en soluciébn de azucar de
Sheather (densidad 1:29) (Hill et al., 2001).

e) Evaluacion histopatologica del intestino de los perros. Con el fin de
identificar el posible desarrollo de las fases enteroepiteliales de N caninum, a los

dias 9, 12 y 16 postinfeccion, se sacrificd un cachorro respectivamente, de forma

* Virkon, Bayer de México SA de CV.
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humanitaria con sobredosis (2ml por cada 2.5 kg de peso vivo) de pentobarbital
sédico* via intravenosa, para posteriormente realizar la necropsia. Se tomaron
muestras del intestino en todas sus porciones, y fueron fijadas en formalina al 10%
a un pH de 7.4, procesadas por la técnica histoldégica de rutina, incluidas en
parafina, cortadas a 4um de grosor y tefiidas con H.E. Las preparaciones
histologicas del intestino, fueron observadas detalladamente por medio del
microscopio optico. Ademas se sometieron a la prueba de QHI para determinar la

presencia de parasitos de N caninum.

Muestreo coproldgico alterno en perros residentes del CAITSA.

Con el proposito de intentar el desarrollo de las fases enteroepiteliales de N
caninum en perros a través de la administracion oral de ooquistes, se realiz6 un
estudio coproldgico alterno siguiendo la misma metodologia, en 10 perros
residentes del establos del CAITSA en los cuales recientemente se habia
identificado abortos con lesiones asociadas a neosporosis. El objetivo de éste
muestreo fue de identificar perros infectados en forma natural y que posiblemente
estuvieran eliminando ooquistes del parasito para poderlos recolectar, purificar,
someterlos a esporulacién y de esta manera administrarlos por via oral a los

perros del presente estudio, siguiendo las indicaciones de Gondim et al (2002).

4.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados fueron procesados por medio de estadistica descriptiva.

* Anestesal, Pfizer SA de CV. Salud Animal.
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RESULTADOS

En todos los perros se encontraron endoparasitos. En el cuadro 2 se indican
los parasitos identificados. Para cestodos y nematodos se les administrd
prazicuantel mas pamoato de pirantel y febantel', si solo presentaba nematodos
fenbendazol® o nitroscanate® y contra la coccidiosis se utilizé toltrazuril®. Todos
ellos administrados segun la dosis recomendada por el fabricante. Diariamente
durante siete dias se evaluaron con el fin de comprobar la ausencia de parasitos.
A lo cual ningan perro resultd positivo a la presencia de ooquistes ni a anticuerpos

anti- N. caninum.

1.- PRIMER MODELO

En el cuadro 3 se muestran los datos de los abortos positivos a neosporosis.
Con respecto a los 40 fetos de bovinos abortados de entre 7 a 8 meses, dos (5%)
resultaron positivos y presentaron lesiones asociadas a neosporosis, (figuras 1, 2)
Se realizaron las inoculaciones, una el 22 de septiembre y otra el 1 noviembre, las
muestras se mantuvieron 14 dias de almacenamiento en refrigeracion para el
primer caso y de 16 dias para el segundo. Al evaluar diariamente, no se identifico
por medio de examenes coprolégicos a ningun animal que estuviera eliminando

ooquistes ni positivo a anticuerpos anti- N. caninum por medio de ELISA.

2.- SEGUNDO MODELO

En el cuadro 4 se muestran los datos de los abortos positivos a neosporosis. De
42 fetos de bovinos abortados, analizados de diciembre 2004 a junio del 2005, tres

(7.1%) fueron positivos a neosporosis observandose lesiones semejantes a las de

1 Drontal. Bayer de México SA de CV.

2 Panacur plus, Intervet México SA de CV. Av Paseo de los Frailes 22 Parque industrial Santiago
Tianguistenco. Edo de México. 52600

3 Lopatol 100, Novartis Salud Animal SA de CV Cal de Tlalpan 3058 Col Santa Ursula Coapa.
México DF, Tel 422-6359

4 Baycox 5%, Bayer de México SA de CV.
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las figuras 1y 2, de hecho, en uno de ellos se observaron quistes en cerebro
(figura 3) sin embargo, los tres fetos fueron confirmados por QHI positivos a la
presencia de quistes o taquizoitos de N. caninum. La administracion de los fetos
se dio el mismo dia o0 a mas tardar un dia después. Al finalizar este modelo, no se
identificd ningun perro que estuviera eliminando ooquistes de N caninum por
medio de los examenes coprolégicos 0 que resultara seropositivo a anticuerpos
anti-N caninum por medio de ELISA. En la evaluacion histopatoldgica del intestino
de los perros, no se observo evidencia del desarrollo de fases enteroepiteliales, lo

cual fue confirmado por QHI.

3.- TERCER MODELO

En el Cuadro 5 se muestran los datos de los dos becerros precalostrados
positivos a anticuerpos anti-N caninum. En la evaluacion microscopica de los
cerebros de estos becerros solo en uno de ellos se observdo un foco de
microgliosis, el cual se ilustra en la figura 4, en el otro becerro no se observaron
lesiones microscoépicas. Por medio de QHI ambos becerros fueron confirmados
como positivos a la presencia de quistes o taquizoitos de N caninum figura 5y 6.
No se identificd ningun perro positivo por medio de los examenes coproldgicos que
estuviera eliminando ooquistes de morfologia semejante a N caninum. En la
evaluacion histopatolégica que se hizo del intestino, no se observaron
alteraciones, ni evidencia del desarrollo de fases enteroepiteliales, lo cual fue

confirmado por medio de QHI.

En el cuadro 6 se enlistan los hallazgos coprolégicos en perros residentes de
algunos establos del CAITSA. En éstos, solo se encontraron siete perros que
eliminaban huevos de parasitos como Ancylostoma spp, Toxocara spp y proglotis
de Dipylidium spp. Solo en uno de ellos se localizaron ooquistes, unos elipticos
con forma semejante a una Eimeria spp de bovino y otros esféricos, éstos ultimos
midieron 6.1, 8 y 9.2 micras de diametro y se determiné que probablemente

correspondian a Cryptosporidium spp
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DISCUSION

La metodologia en el primer modelo, particularmente para la recoleccion de las
muestras de los fetos de bovino se apoy6 en el informe previo de Lindsay et al.,
(1992) quien indicaba que los bradizoitos en los quistes pueden sobrevivir hasta
14 dias a 4° C en un homogenizado de cerebro y estos también sobrevivieron en
un cerebro intacto de un ratéon a 4° C por 7 dias. El CAITSA fue seleccionado
como lugar del muestreo, debido a que se tienen antecedentes positivos a

neosporosis. (Morales et al., 2001ab)

En los modelos 1 y 2, el haber encontrado 2 de 40 fetos (5 %) y 3 de 42 fetos
(7.1%) con lesiones caracteristicas de neosporosis, puede estar asociado con la
edad ya que tenian de 7 a 8 meses de gestacion y la mayoria de los informes de
aborto bovino asociado a neosporosis, indican que la mayor frecuencia de abortos
por esta infeccién ocurre entre los 4 y 6 meses de gestacion (Garcia et al., 2002;
Anderson et al., 1995). La edad de los fetos se debié a que a menores edades era
muy dificil su obtencidbn o cuando esto ocurria los tejidos ya presentaban
avanzada autolisis y por lo tanto menores condiciones de conservacion.
Posiblemente esta sea la razén por la cual la frecuencia de fetos con lesiones
caracteristicas de neosporosis fue menor (5/82, 6.09%) respecto a lo informado
por Morales et al., (2001b) quienes encontraron en el CAITSA un 35 % (73/211) de

abortos con lesiones y/o parasitos.

Los hallazgos histopatoldgicos y de QHI en los 5 abortos, indicaron lesiones
leves y positividad a escasos quistes con bradizoitos y a taquizoitos, siendo un
resultado similar a lo encontrado en el estudio de Morales et al., (2001b). Esto
sugiere que la cantidad de parasitos presentes en los tejidos pudo haber sido
baja. En los tres modelos se pretendié reproducir la infeccion en los perros sin
hacer ningln manejo de los tejidos fetales o neonatales tal y como sucederia en
una transmision natural, salvo la refrigeracion. Tampoco se utilizaron sustancias

inmunosupresoras como en el estudio de Gondim et al., (2002) quienes obtuvieron
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resultados positivos en la infeccion experimental de los perros, asi como en el
estudio de Lindsay et al., (1999a) quienes utilizaron inmunosupresores en perros

antes y durante la infeccion obteniendo también resultados positivos.

El hecho de que en el modelo 1 los tejidos de los abortos que resultaron
positivos a lesiones en el cerebro permanecieron almacenados en refrigeracion
por 14 y 16 dias respectivamente, pudo haber influido para que los perros no se
infectaran por la pérdida de viabilidad por la autolisis, disminuyendo la capacidad
de infeccion de N caninum, aunado a una posible dosis infectante baja. Este
resultado es semejante a una investigacion realizada por Bergeron et al., (2001b)
en Canada, en la cual obtuvieron resultados negativos como éstos, cuando para
inducir la infeccion experimental de los perros administraron tejidos fetales de
bovino que se almacenaron a -70° C por 4 a 28 dias en un primer experimento y a
4° C por 2 a 4 semanas en un segundo experimento. Sin embargo, existen otros
estudios en los cuales han demostrado infeccion cuando los perros consumen
placentas refrigeradas (Dijkstra et al., 2001; Bergeron et al., 2001a; Dijkstra et al.,
2002). En esta investigacion solo pudieron recolectarse dos placentas que junto
con los tejidos fetales fueron negativos a lesiones por histopatologia. Por lo cual

no pudieron ser utilizadas como alimento.

Los resultados del primer modelo conllevaron a la propuesta del segundo
modelo: que favorecio que los tejidos pudieran ser administrados a mas tardar un
dia después. Posiblemente la causa de pocos casos positivos (3/42, 7.1 %) es
semejante a lo planteado para el primer modelo ya que los fetos fueron mayores a
los 6 meses de gestacion.

Dada la cantidad de muestras que se tenian que administrar a los perros, en
algunas ocasiones se decidié dar 3 0 4 muestras por perro, cabe destacar que
durante los meses de abril y mayo del 2005 el numero de muestras disponibles se
redujo debido a las condiciones climaticas de calor que provocaba una pronta

autolisis de los abortos.
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Con este cambio en la recoleccion de las muestras se redujo el tiempo de
almacenamiento esperando conservar la viabilidad de los parasitos. Propuesta
como esta también fue realizada por Bergeron et al., (2001b), sin embargo, sus
resultados igualmente fueron negativos a la infeccién de los perros. La recoleccion
y refrigeracién inmediata del aborto hubiese sido lo ideal, no obstante dado que es
un evento que no se anticipa los fetos quedan expuestos a la temperatura

ambiental durante varias horas antes de su recoleccion, provocando su autolisis.

Al respecto, en condiciones naturales se esperaria que los perros puedan tener
acceso a fetos recién abortados, lo cual facilitaria la infeccién y continuidad del
ciclo bioldégico de N caninum (Bergeron et al.,, 2001b). Ademas, poco se conoce
sobre la edad, raza o condiciones inmunoldgicas que favorezcan la susceptibilidad
para adquirir la neosporosis (Lindsay et al., 1999). En experimentos realizados con
ratones, para tener éxito en la infeccion, se les administraron corticoesteroides
para inducir inmunosupresion y asi asegurar la infeccion (McAllister et al., 1998).
Lo mismo sucedié con un perro inoculado por Lindsay et al., (1999) que ademas
produjo abundantes ooquistes por un largo periodo, a diferencia de otro perro que

no fue inmunosuprimido el cual produjo pocos ooquistes en solo 4 dias.

Como ya se indicd, si bien no hay informes que indiquen con precision la edad
de los perros a la que son mas susceptibles. Sin embargo, en investigaciones
previas, como en el primer informe de infeccion experimental en perros, realizado
por McAllister et al., (1998) se utilizaron 4 perros Beagle de 8 semanas de edad.
En otro estudio realizado por Lindsay et al., (1999) para la confirmacién del trabajo
anterior se usaron 2 perros (hembra y macho) de 14 semanas de edad
obteniéndose resultados positivos. En otra investigacion se usaron 12 perros de 7
a 11 semanas, uno de los perros se mantuvo en experimentacion hasta la edad de
17 semanas, pero no hubo infeccion (Bergeron et al., 2001). Otros 15 cachorros
entre 10 y 14 semanas de edad se utilizaron por Gondim et al., (2002) en este

experimento se determind la diferencia en la cantidad de ooquistes producidos
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cuando los perros son infectados a partir de tejidos positivos a N caninum de

ratones o de bovinos y se observo un periodo de prepatencia de 5 a 10 dias.

En el tercer modelo, con el cual se pretendié obtener muestras de becerros
naturalmente infectados, y administrados de manera inmediata a su muerte, difirid
del trabajo de Gondim et al., (2002) en el cual se utilizaron los tejidos infectados
intencionalmente con diferentes dosis de ooquistes y taquizoitos, que fueron
almacenados en refrigeracion 24 horas antes de la inoculacion de los perros. En

ese estudio si se logro la infeccion en los perros.

La cantidad de tejidos de becerros positivos que se les administr6 a los
cachorros fue menor (600 gr) con respecto a los 3 kg que recibieron los perros
inoculados por Gondim et al., (2002) que incluian cerebro, médula espinal,
corazén, higado, riiidn, lengua, diafragma y otros musculos esqueléticos que se

cortaron en piezas de 3 cm® y que lograron infectar a los perros.

En este tercer modelo se garantizO una inmediata administracién de tejidos
potencialmente infectivos, reduciendo el tiempo, con respecto a los otros modelos
realizados en esta investigacion, ya que solo pasaron minutos desde el sacrificio
de los becerros hasta el consumo por los perros. Aun asi, no se logré la infeccién
en los perros a pesar de que la muestra de un becerro present6 escasos focos de
respuesta inflamatoria en cerebro y por medio de QHI se observaron escasos
grupos de taquizoitos y algunos quistes mientras que en el otro becerro no se

observaron lesiones pero si se identificaron escasos taquizoitos por QHI.

Estos hallazgos, hacen pensar que la dosis infectante fue minima. Al respecto.
La ausencia de lesiones en los fetos de vacas seropositivas a neosporosis puede
ser debido a factores como una baja dosis infectiva y a evasion de la respuesta
inmune del huésped, entre otros. (Morales et al., 2001, Bergeron, et al., 2001b).
En estos casos se sugiere analizar mayor nimero de muestras de los mismos

tejidos. Posiblemente si existen pocos quistes tisulares y/o taquizoitos en los
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cerebros con los que se alimentan a los perros en los experimentos, también sera
baja la eliminaciéon de ooquistes detectable en heces (McAllister et al., 1998) lo

gue pudo ocurrir en el presente estudio.

Si bien, con este modelo se tuvo el control de algunas variables cruciales como
el tiempo y la temperatura que pudieran favorecer la viabilidad de los parasitos, no
se tuvo control de la dosis infectante. En estudios futuros se propone obtener mas
becerros precalostrados seropositivos para separar, concentrar y cuantificar los
quistes tisulares con bradizoitos a través de la metodologia propuesta por McGuire
et al., (1997) y probablemente tener mayores posibilidades en la infeccion. Sin
una cuantificacion de los quistes tisulares en el alimento con el que se inocula, los

resultados seran dificilmente creibles (McAllister et al., 1998).

No se conoce con precision, los factores que afectan la viabilidad de los
parasitos en los tejidos fetales o placentarios, tanto en condiciones de temperatura
medioambiental como en refrigeracion. Para inducir la infeccidén en los perros este
conocimiento es necesario, para ello deben realizarse mas investigaciones al

respecto.

Con relacion al muestreo coproldgico realizado en los perros de CAITSA los
ooquistes con morfologia compatible a Eimeria de bovino encontrados en un
animal, probablemente solo estaban de transito por contaminacién del alimento.
Otros ooquistes esféricos fueron muy escasos, fueron consistentes con
Cryptosporidium. Debido a la poca cantidad de ooquistes, no se contempld
realizar PCR para confirmar que correspondian a ooquistes de N caninum. El
muestreo se suspendio debido a lo incierto en la eliminacion de los ooquistes vy

las pequefias cantidades que se obtuvieron.
A pesar de haberse empleado tres modelos para reproducir le enfermedad en

los perros, con ninguno fue posible lograrlo. Lo anterior sugiere que se requieren

de condiciones especiales para que la transmisién horizontal se presente, y como
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lo ha sefialado Dubey, (2003a) esta no es una fuente importante de infeccion en
los perros. Lo que consolida la hipétesis de que la transmision vertical tanto en

perros como en bovinos es la de mayor importancia (Antony y Williamson, 2001).

Una vez que los bovinos han adquirido a la neosporosis, la magnitud de esta
enfermedad radica en los efectos econémicos causados por el aborto (Anderson
et al., 1995) ya que clinicamente los animales no exhiben otro signo (Dubey,
2003b). En los perros, aun cuando el aborto no es frecuente, (Duber y Lindsay,
1996) las camadas de cachorros padecen manifestaciones clinicas neurologicas
que pueden terminar en la muerte (Barber y Trees, 1996; Dubey y Lindsay, 1996).
Mientras no se conozca un tratamiento eficaz el control se ve limitado (Dubey,
2003a).

Alun cuando en condiciones experimentales se ha demostrado la capacidad
infectiva de las placentas y los tejidos fetales bovinos a los perros (Dijkstra et al.,
2001; Bergeron et al., 2001a; Dijkstra et al., 2002) no se ha logrado precisar con
exactitud dichas condiciones, por ello es necesario implementar medidas de
prevencion, como evitar el consumo de los tejidos fetales o placentarios a los
perros (Dubey, 2003a), esto se logra manteniendo a los perros del establo en
confinamiento parcial o total y alimentandolos Unicamente con alimento comercial.
En caso de querer utilizar fetos como alimento, estos deben ser hervidos lo

suficiente para eliminar los posibles patégenos.

En algunos establos se dispone de un area especial para el parto, es un sitio
aislado del resto de los animales y puede ser debidamente cercado con malla. El
problema es que de presentarse el aborto no siempre es posible anticiparlo y los
animales lo expulsan en los corrales, por lo tanto los corrales o todo el establo

debe contar con un cerco perimetral de modo que impidan el acceso de perros .
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Debido a los problemas sanitarios por brucelosis, el CAITSA cuenta con un
sistema de recoleccion de desechos, entre los que se encuentran los tejidos
infectocontagiosos como placentas y abortos. Dichos materiales son empacados
en bolsas de colores que permiten su identificacion y se eliminan por medio de
incineracion o reciclamiento, por una empresa contratada para ello. Este sistema

permite disminuir la cantidad de tejidos disponibles a los perros

En esta investigacion se observo que la capacidad infectiva de los parasitos
pudo haberse disminuido por efecto de este sistema de recoleccion. Esto debe

ser emulado por otros establos.

También debe evitarse que los perros contaminen con su excremento el agua o
los alimentos de los bovinos como el forraje ensilado o la alfalfa henificada en los
almacenes o en los comederos, ya que en caso de eliminar ooquistes de N
caninum estos pueden infectar al ganado (Cabassi et al., 2001b). Poco se conoce
sobre la frecuencia de excrecion de ooquistes por los perros la resistencia de los
ooquistes en el medio ambiente y el por que algunos perros excretan mas
ooquistes que otros (Dubey, 2003a). Aun no se conocen las condiciones de
temperatura y humedad que se requieren en condiciones naturales para favorecer
la esporulacién de los ooquistes. Aunque en condiciones de laboratorio ya se
tienen datos (Gondim et al., 2002).

El uso de vacunas esta siendo recomendado para reducir la transmision de
parasitos de la vaca a las crias (Innes et al., 2003). Sin embargo, no es claro el
efecto protector al desconocerse los mecanismos reales de transmision, asi como

su prevalencia y otras variables.
Es importante conocer el estado serologico del hato ante esta enfermedad,

debido a que si bien la presencia de anticuerpos anti-N caninum en los animales

no necesariamente indica que se presentaran abortos, se entiende que las vacas
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ya han tenido contacto con el parasito y por lo tanto estaran en mayor riesgo de
abortar. El siguiente paso es estudiar a los abortos para confirmar la presencia de
infeccion. En caso de que no existiera evidencia de neosporosis en el hato,
deberadn adquirirse animales de reemplazo serolégicamente negativos, a fin de
mantener el rebafo libre, ademas, aun en caso de positividad hay que descartar

otras posibles causas.

La informacién sobre la neosporosis con la que cuenten el duefio, los clinicos y
el personal que labora en los establos, es muy importante para que las medidas
de prevencion de esta parasitosis tengan éxito. Esto requiere la elaboracién de
folletos, articulos en revistas dirigidas hacia el sector ganadero, foros y congresos
entre otras actividades.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de estos modelos, se concluye que:

La frecuencia de lesiones en el cerebro asociados a neosporosis en abortos de 7

a 8 meses de gestacion fue del 6.09 % (5/82).

Los modelos utilizados en esta investigacion no lograron la infeccidn

experimental de los perros con N caninum.

Algunas variables como el tiempo y la temperatura a la que se expusieron los
abortos desde su expulsion hasta su refrigeracion, asi como el tiempo de
almacenamiento de los tejidos fetales, pudieron haber influido en la viabilidad de
los bradizoitos y taquizoitos, ademas de que la cantidad de parasitos presente en
los tejidos administrados a los perros pudo haber sido baja. Posiblemente se
hubiera tenido éxito en la infeccidén de los perros si se les hubieran alimentado con

placentas infectadas.

Por lo que se infiriere, que para que se desarrolle la via horizontal de transmision
de la neosporosis entre bovino y perro, se requieren de condiciones naturales muy
especificas aun no establecidas. Sin embargo, se sugiere tener control sobre los
perros para que no tengan acceso a tejidos placentarios o fetales bovinos
potencialmente infectivos, asi como evitar que se contamine el agua y los

alimentos con heces de los perros.
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CUADROS

Cuadro 2. Endoparésitos identificados en los perros utilizados en los tres

modelos.

Utilizados en Perro Edad en Endoparasitos*

el modelo semanas

1-2 1 4 Toxocara, Ancylostoma
1-2 2 4 Isospora, Ancylostoma
1-2 3 4 Isospora, Ancylostoma
2 4 12 Isospora, Dipylidium

2 5 12 Toxocara, Ancylostoma
2 6 12 Toxocara Isospora,

2 7 4 Isospora

2 8 4 Isospora

2 9 4 Isospora

3 10 4 negativo

3 11 4 negativo

3 12 4 Isospora

* Huevos y ooquistes de los parasitos
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Cuadro 3. Caracteristicas de los dos abortos positivos a lesiones en el cerebro

por N caninum del primer modelo

Numero Establo Dias de hallazgos por Severidad QIH Edad*

In6culo Origen  Almacén histopatologia perros
122 14 focos microgliosis leve + QT 11

2 122 16 focos microgliosis leve +T 17

QIH: Inmunohistoquimica, resultados del cerebro
*  Edad en semanas

+ Positivo

Q quistes intracelulares

T taquizoitos
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Cuadro 4. Caracteristicas de los tres abortos positivos a lesiones en cerebro por

N caninum del segundo modelo

Numero Establo Dias de Hallazgos por Severidad QHI Edad*
Inéculo  Origen  Almacén histopatologia perros
1 196 2 focos microgliosis leve +T 33
197 2 focos microgliosis leve +QT 25
3 101 1 Quistes en cerebro leve +QT 22

QHI: Inmunohistoquimica, resultados del cerebro
* Edad en semanas

+ Positivo

Q quistes intracelulares

T taquizoitos
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Cuadro 5. Caracteristicas de los dos becerros precalostrados positivos a

anticuerpos anti-N caninum del tercer modelo

NUumero Establo Tiempo de Hallazgos por Severidad QHI Edad*
In6éculo Origen  in6culo histopatologia perros
1 146 1 hora foco microgliosis leve +Q 8

1 163 1 hora sin lesiones +T

QHI: Inmunohistoquimica, resultados del cerebro
* Edad en semanas

+  Positivo

Q quistes intracelulares

T taquizoitos
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Cuadro 6. Hallazgos coproldgicos en 10 perros residentes del CAITSA.

Nombre Establo Edad Hallazgos coprologicos*
del perro origen

Gladis 122 2a Ancylostoma
Sisi 122 2a Ancylostoma
Pastora 122 S5a -

Ronda 171 7a Ooquistes  Ancylostoma
Canica 171 4m Toxocara
Micha 171 4a -

Osito 101 la -

Laica 101 9m Ancylostoma
Chiquita 101 10 m Ancylostoma
Negro 101 15a Dipylidium

Edad a: afilos m: meses
* huevos de los parasitos
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FIGURA 1. Fotomicrografia del cerebro de un aborto del primer modelo. La flecha

indica el foco de microgliosis. H/E 400X.
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FIGURA 2 Fotomicrografia del cerebro de un aborto del primer modelo. La flecha

indica el foco de microgliosis. H/E 400x.



FIGURA 3 Fotomicrografia del cerebro de un aborto del segundo modelo. La

flecha sefiala el quiste tisular de pared gruesa, notese la ausencia de reaccion
inflamatoria. H/E 1000x.



FIGURA 4 Fotomicrografia del cerebro de un neonato precalostrado positivo a

anticuerpos anti- N caninum del tercer modelo. La fleche indica el foco de
microgliosis en la corteza cerebral. H/E. 100 X



FIGURA 5 Fotomicrografia del cerebro de un neonato precalostrado positivo a

anticuerpos anti- N caninum del tercer modelo. La flecha indica el quiste tisular

presente en la corteza cerebral. QHI 1000 X (Elizabeth Morales S)
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FIGURA 6 Fotomicrografia del cerebro de un neonato precalostrado positivo a

anticuerpos anti- N caninum del tercer modelo. La flecha sefiala uno de tantos
taquizoitos en la corteza cerebral. QHI. 1000 X (Elizabeth Morales S)
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