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1. INTRODUCCION:
1.1. OBJETIVOS:
GENERAL:

Evaluar la presencia de Neospora caninum en perros de la provincia de Salta (Regién
del Centro - de los Valles), de zonas rurales cercanas a tambos y campos de cria por

medio de métodos diagnésticos directos e indirectos.

ESPECIFICOS:

o Evaluar la presencia de anticuerpos especificos para N. caninum en sueros de
perros de zonas rurales de la provincia de Salta por la técnica de
Inmunofluorescencia indirecta.

e Evaluar la presencia de ooquistes de N. caninum en materia fecal de perros de
zonas rurales de la provincia de Salta.

e Relacionar la presencia de N. caninum en perros con el contacto estrecho con
bovinos.

e Determinar la presencia de co-infecciones con T. gondii en perros de zonas

rurales de la provincia de Salta con anticuerpos especificos para N. caninum

1.2.  ALCANCES DEL TRABAJO
e Perros de la provincia de Salta (Region del Centro, de los Valles), de zonas

rurales cercanas a tambos y campos de cria.

1.3.  MOTIVO DE ELECCION DEL TEMA:

Se decidié estudiar este tema debido al desconocimiento que se tiene sobre la

presencia de N. caninum y T. gondii en la zona de estudio.
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1.4. RESUMEN

En la region del norte argentino y sobre todo en la provincia de Salta, no se
encuentran datos registrados sobre la presencia de Neospora caninum y de
Toxoplasma gondii. Por tal motivo se realizé un estudio para determinar la presencia
de anticuerpos especificos para N. caninum en suero de caninos de diferentes
edades y sexo que conviven con bovinos de tambo, de cria o sistemas mixtos (cabras
- bovinos). Se determind la presencia de anticuerpos especificos para N. caninum en 92
sueros de caninos que convivian con bovinos en diferentes sistemas productivos, de la
Provincia de Salta, abarcando los Departamentos de Capital, La Caldera, Chicoana,
Rosario de Lerma y Rivadavia. Los sueros se analizaron mediante la técnica de
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando antigenos de N. caninum, y conjugados
especificos anti-lgG canina marcada con isotiocianato de fluoresceina para determinar la
presencia de anticuerpos especificos para N. caninum. Se realiz6 ademas el diagndstico
diferencial con T. gondii, realizando la IFl para evaluar presencia de anticuerpos anti-T.
gondii. Adicionalmente, se procedido a tomar muestras de materia fecal de perros del
establecimiento para la identificacion de ooquistes de N. caninum. Los resultados
obtenidos por IFI fueron relacionados con el sexo, tipo de produccion y la existencia de
coinfeccion de ambas parasitosis calculando los casos positivos y negativos a N. caninum
y T. gondii segun las diferentes variables observadas. Se observé que el 35,8% de los
animales muestreados fueron positivos a N. caninum y el 54,3% fueron positivos a T.
gondii. Ademas, el 27% de los animales presentaron anticuerpos para ambas
enfermedades. Tanto para N. caninum como para T. gondii se observé un mayor numero
de hembras positivas respecto a los machos (p=0,0018). La seropositividad a N. caninum
fue mayor en los perros pertenecientes a tambos, comparados con sistemas mixtos y de
cria (p=0,0001). En cambio, la seropositividad a T. gondii fue mayor en establecimientos
mixtos (p=0,001). Al analizar la distribucion de titulos finales en los animales
seropositivos, se observaron animales positivos a todas las diluciones evaluadas, con una
tendencia a titulos mas bajos para T. gondii en relacién a los observados para N.
caninum. No se detectaron ooquistes compatibles con N. caninum en ninguna de las
muestras de materia fecal analizadas. A nuestro conocimiento, este es el primer reporte
de deteccion de anticuerpos contra estas parasitosis en perros en la provincia de Salta.

Se recomienda realizar mas estudios al respecto, permitiendo asi tener una informacién
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mas precisa acerca de la influencia de otras variables como la raza, el sexo, la edad, e

inclusive la procedencia y el tipo de alimentacion.
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2. PLANTEAMIENTO DEL TEMA

Neospora caninum es un parasito protozoario del Phylum Apicomplexa,
filogenéticamente cercano a Toxoplasma gondii, aunque distintos en su
ultraestructura, constituciéon antigénica y hospedadores (Cordero y col., 1999; Dubey
y col.,, 2006). Los perros actuan como hospedadores definitivos de N. caninum,
pudiendo desarrollar signos neuromusculares, afectando fundamentalmente a
cachorros de pocas semanas de vida, que se suponen han adquirido la infeccion por
via transplacentaria. Se ha comprobado que los perros pueden infectarse mediante la
ingestion de placentas y material de aborto de bovinos. Un perro infectado es una
posible fuente de infeccion para los rumiantes, a través de la eliminacién de ooquistes
en la materia fecal contaminando el alimento (pastos, forrajes y piensos
almacenados) y el agua de bebida que consume el ganado bovino. Los perros
enfermos presentan contracturas musculares con hiperextension y paralisis de una o
ambas extremidades posteriores, polirradiculoneuritis, dolores cervicales, reflejos
disminuidos, lesiones oculares (ptosis palpebral, pérdida del reflejo oculares,
midriasis, nistagmos, etc.) (Barber y col., 1995). Neospora caninum puede ser fatal
en perros de cualquier edad. En cuanto a la infeccién por N. caninum, en adultos se
ha descripto solamente en animales sometidos a tratamiento prolongados con
corticoides o en perros de mas de 10 afos, en los que existe un factor de

inmunosupresion considerable (Cordero y col.,1999).

Epidemiolégicamente, la importancia de N. caninum se debe a que causa abortos y/o

muerte neonatal en bovinos (Dubey y col., 1995).

La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria producida por Toxoplasma gondii,
del Phylum Apicomplexa, que afecta al hombre y diversas especies de mamiferos
(gatos, perros, bovinos, caballos, cerdos, ovejas, cabras) y aves (Sanchisy col.,
1978). Los felinos son los hospedadores definitivos, eliminando ooquistes en las
heces, mientras que los demas homeotermos (incluidos los felinos) son sus

hospedadores intermediarios.

Se estima que mas de un tercio de la poblacién humana mundial esta infectada con
T. gondii (Dubey y col., 2000). La infeccion tiene una presentacion clinica variable

segun la especie afectada y el estado inmunolégico individual. En los humanos cursa
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frecuentemente en forma subclinica, pero puede causar fetopatias si la primo
infeccidon se produce durante el embarazo, asi como lesiones oculares por infeccién
transplacentaria o postnatal, y encefalitis en individuos inmunosuprimidos (Basso y
col., 2011). Los mecanismos de transmision incluyen: ingestiéon de carne poco cocida
(quistes), contaminacién fecal con heces de gatos infectados (ooquistes),
transplacentaria y transfusional (Dubey y col., 1995).Las infecciones en perros son
leves y asintomaticas, pero en las mas intensas, los signos clinicos mas tipicos son
trastornos respiratorios (en un 50% de los casos), digestivos (en un 25%) y nerviosos
(en un 25%) por lo que en perros menores de un afio se impone el diagnostico
diferencial con el moquillo, que cursa con sintomas muy similar. El comienzo de la
enfermedad es insidioso, apareciendo fiebre, anorexia, disnea, vomitos repentinos,
diarrea o ambos, convulsiones, ataxia, paresia, paralisis, 0 ambos. Al contrario de lo
que ocurre en los gatos, hay pocos casos de toxoplasmosis canina asociados a
lesiones oculares (cuando los hay son similares a los descriptos para el gato). En las
fases iniciales de la infeccién puede apreciarse una ligera adenitis (Cordero y col.,
1999).

2.1. Historia

Los primeros datos de neosporosis se registraron en 1984 con un reporte de Bjerkas
en Noruega de un caso de encefalitis y miocarditis en caninos, producido por un
protozoario (Bjerkasy col.,1984). Dubey y colaboradores (1988) propusieron el
nombre Neospora caninum y lograron comprobar los postulados de Koch en esta
especie. Seguidamente, Lindsay y col. (1989) obtuvieron el primer aislamiento de N.
caninum en cultivo celular y en ratén a partir de muestras de cerebro y musculos de
origen canino. Thilsted y col,(1989) reportaron la participacion de N. caninum como
causa de aborto en bovinos, como también el primer aislamiento in vitro de N.
caninum permitiendo el desarrollo de una prueba de inmunofluorescencia indirecta
(IF1) para el diagnéstico serolégico de la neosporosis; Ese mismo afio se desarrollo
una prueba de inmunohistoquimica para la deteccion del parasito en tejidos de
animales infectados (Lindsay y col.,1989). Un afo después Dubey y su grupo
demostraron la transmision transplacentaria en caninos, felinos, ovinos y bovinos

(Dubey y col.,1990). Estos estudios pusieron de manifiesto la importancia de la
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transmision vertical del parasito y establecieron un modelo experimental en el raton
para el estudio de la patogenia de la infeccion. Desde el punto de vista diagnéstico,
Bjerkas (1991) reportd que las cepas aisladas en caninos eran idénticas a las
aisladas en bovinos; con este hallazgo y el desarrollo de técnicas de diagnostico
inmunohistoquimico y de ELISA (Bjorkman y col.,1994) se ampliaron las herramientas
diagndsticas. En 1998, se caracterizé la ultraestructura y composicion antigénica de
N. caninum lo cual permitié su diferenciacion de T. gondii, con el que posee una
estrecha proximidad filogenética y esta relacionado taxondmicamente a otros
protozoos formadores de quistes como Hammondia heydorni e Isospora bigemina. Mc
Allister y col. (1998) lograron definir al perro como hospedador definitivo, al demostrar
la presencia de ooquistes en materia fecal de perros alimentados con tejidos

infectados de taquizoitos de N. caninum.

Con el paso del tiempo se han ido desarrollando nuevas pruebas diagndsticas
indirectas, como la prueba de aglutinacién directa (NAT) y el Immunoblot (Bérkman y
col., 1999; Atkinson y col., 2000) y directas como la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) (Lally y col.,1996) incluyendo la PCR cuantitativa (Collantes y

col., 2002) para el diagndéstico de esta enfermedad.

En Sudamérica, la enfermedad ha sido diagnosticada en Argentina (Campero y col.,
1998; Venturini y col., 1999; Moore y col.,2002 - 2003), Brasil (Guedes y col., 2008;
Moura y col., 2012), Chile (Patitucci y col.,2000), Peru (Silva y col., 2002; Granados y
col.,2014), Venezuela (Garcia y col., 2005; Obando y col., 2010; Suarez y col., 2012),
Colombia (Zambrano y col., 2001; Lépez y col.,2007; Oviedo y col.,2007) y Uruguay
(Banales y col., 2006).

2.1.1. Antecedentes de neosporosis en Argentina

El primer reporte de neosporosis en Argentina data de 1995 (Venturini y col., 1995)
en el cual se reporté la presencia de anticuerpos para N. caninum en rodeos de cria y
tambo. En 1997 Campero y col. encontraron lesiones de encefalitis no supurativa,
hepatitis y miocarditis en varios fetos bovinos examinados; un afo mas tarde, N.
caninum fue diagnosticada por métodos histopatolégicos e inmunohistoquimicas

(Campero y col.,1998). Por otra parte, se estudiaron fetos provenientes de frigorificos,
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encontrandose que 24 % y 4,5% de muestras provenientes de rodeos de leche y de

carne respectivamente, tenian anticuerpos para N. caninum (Venturini y col., 1999).

En Argentina sélo se conocen el 33 % de las causas de aborto (Campero y col., 2003)
entre las cuales podria estar neosporosis. Moore y col.,2009 durante el periodo 1999-
2007, analizaron 666 casos de abortos bovinos espontaneos provenientes de la
pampa humeda en Argentina, la que incluye a Provincia de Buenos Aires, norte de
Rio Negro, este de La Pampa, sur de Santa Fe, Cdérdoba y sur de Entre Rios,

diagnosticando un 10% de infecciones por N. caninum.

En los ultimos trabajos realizados en la Argentina, la prevalencia para neosporosis y
toxoplasmosis en sueros de perros con signos clinicos compatibles fue del 25,6% y
30,3%, respectivamente (Venturini y col., 2008), observandose un aumento del
numero de perros seropositivos con signos clinicos de acuerdo a la edad (Di Lorenzo
y col., 1997; Venturini y col., 2008).

En Argentina, se realizaron 3 aislamientos de N. caninum. El primer aislamiento
reportado en el pais denominado NC6-Argentina, fue obtenido a partir de ooquistes
provenientes de materia fecal de un perro naturalmente infectado (Bassoy col., 2001).
El segundo aislamiento se realizé a partir del sistema nervioso central de un cervato
axis del zoologico de La Plata con signologia clinica (Basso y col., 2014).
Recientemente, se obtuvo el tercer aislamiento a partir del cerebro de un ternero
asintomatico congénitamente infectado que se denominé NC-Argentina LP1

(Campero y col., 2015).

2.2. Caracteristicas del parasito
2.2.1. Morfologia

Neospora caninum es un protozoo, parasito intracelular, perteneciente al Phylum
Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina
y familia Sarcocystidae, junto con los géneros Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia y
Besnoitia (Dubey y col., 1988; Ellis y col., 1994).
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Se han identificado tres estadios diferentes en N. caninum: los taquizoitos, los quistes
tisulares con bradizoitos en su interior y los ooquistes. Los dos primeros son muy
similares en N. caninum y T. gondii cuando se observan mediante microscopia oOptica, si
bien existen notables diferencias ultraestructurales. Ambos presentan una morfologia y
una estructura tipicas de las fases infectantes de los Apicomplexa, habiéndose descripto
las siguientes estructuras: dos anillos polares, un conoide, una pelicula integrada por un
plasmalema y una membrana interna, 22 micro tubulos subpeliculares, micronemas,
roptrias, una mitocondria, un nucleo, el aparato de Golgi, ribosomas, polisomas, granulos
densos, granulos de amilopectina, cuerpos lipidicos, vesiculas, reticulo endoplasmico liso

y rugoso y un poro posterior (Speer y col., 1989; Lindsay y col., 1993; Speer y col., 1999).

Los taquizoitos son uno de los tres estados infecciosos de N. caninum y se encuentran
en el hospedador intermediario en forma intracelular, generalmente a nivel citoplasmatico,
especificamente, en la vacuola parasitéfora de la célula del hospedador (Dubey y
col.,2003). Puede parasitar a un gran numero de células nucleadas como neuronas,
macroéfagos, fibroblastos, células endoteliales, miocitos, y hepatocitos (Dubey y col., 1988;
Dubey y col., 1993; Dubey y col., 1999). Su morfologia es ovoide, semilunar o globosa
(Cordero y col.,1999) (Fig.1). Se dividen por endodiogénesis en forma rapida, miden
aproximadamente 3 - 7 ym, de longitud, por 1 - 5 ym de ancho, dependiendo de la etapa
de division en el que se encuentren. En su citoplasma se encuentran hasta 150
micronemas y de 8 a 18 roptrias. El numero de micronemas es muy variable y pueden
encontrarse orientados en forma perpendicular a la membrana interna. Las roptrias
contienen material muy electrodenso y son de 2 a 4 veces mas gruesas que los
micronemas, raramente se observa un micro poro (Speer — Dubey y col.,1989; Speer y
col; 1999). Por otra parte, Lindsay y col. (1993) demostraron que la ultraestructura de los

taquizoitos de tres aislamientos de origen canino NC-1, NC-2 y NC-3 era similar.

Los quistes son un estado encontrado en el hospedador intermediario, principalmente en
el sistema nerviosos central; morfolégicamente, son ovalados o redondos (Dubey y col
1999) (Fig.2), miden hasta 107 um de longitud (Bjerkas—Dubey y col., 1991). En su interior
se pueden encontrar hasta 200 bradizoitos, los cuales son delgados, miden 6-8 um de
longitud por 1 - 1,8 um de ancho y contienen las mismas organelas que los taquizoitos,

aunque en los bradizoitos el numero de roptrias es menor, (Dubey y col., 1999) (fig.2). Por
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otro lado, cabe destacar la ausencia de caracteristicas estructurales diferenciales entre
los quistes tisulares y los bradizoitos de origen canino y bovino (Speer — Dubey y
col.,1989: Speer y col.,1999). Los bradizoitos se dividen por endodiogénesis, en forma
lenta, (Dubey y col., 2003), y morfolégicamente son similares a los taquizoitos (Spper y

col.,1999).

Finalmente, los ooquistes miden 10 a 11 pym, no tienen color (Mc Allister y col., 1998),
son morfolégicamente similares a los ooquistes de T. gondii y H. heydorni (Dubey y col.,
2002). En su interior, no se aprecia el cuerpo residual ooquistico. La pared del ooquiste es
lisa, presenta un grosor de 0,6 - 0,8 ym y no contiene el micropilo. En su interior se
encuentran dos esporocistos elipsoidales de 8,4 ym de longitud por 6,1 ym de anchura,
cuya pared de 0,6 - 0,8 um de grosor no contiene el cuerpo de Stieda. A su vez, en el
interior de cada esporocistos se encuentran cuatro esporozoitos 6,5 ym de longitud por
2,0 um de anchura, (Lindsay et al; 1999). (fig.1), (Dubeyet al., 1999).

TAQUIZOITOS OOQUISTE
{
oA s
SR -
‘ 9?_;4_ l 1
e
N #
' @
- -

Figura N°1 Morfologia de N. caninum. Fuente: Cordero. Parasitologia Veterinaria.
Dubey 1999
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QUISTE BRADIZOITO

Figura N°2 Morfologia de N. caninum. Fuente: Cordero. Parasitologia Veterinaria.
Dubey 1999

2.2.2 Ciclo y transmision del parasito

Los hospedadores definitivos (representados principalmente por animales carnivoros,
siendo el mas importante el Canis domesticus), adquieren la infeccion (transmision
horizontal) ingiriendo tejidos con quistes de hospedadores intermediarios (rumiantes,
entre otros, siendo el de mayor importancia econémica los Bos taurus). La pared del
quiste es degradada por los jugos gastricos liberando las formas parasitarias que iniciaran
los estados entero-epiteliales (Dubey —Lindsay y col., 1996). Desarrollandose la fase
sexual, en su intestino, con la formacion de ooquistes que, consecuentemente a los 5 dias
son eliminados por medio de las heces sin esporular (McAllister y col.,1998) y una vez en
el medio externo, al cabo de 48- 72 horas, (Lindsay y col., 2001) esporulan cuando las
condiciones son 6ptimas, estando listos para infectar a los hospedadores intermediarios.
Los ooquistes son ingeridos por los hospedadores intermediarios con las pasturas,
forrajes etc. Seguidamente, los esporozoitos son liberados en el tracto intestinal, se
dividen en una fase asexual, causando dano tisular y diseminando la infeccién a otros
tejidos del hospedador (Dubey — Lindsay y col., 1996), donde formaran los quistes
tisulares con bradizoitos en su interior, responsables de la fase crénica de la infeccion,
que han sido observados tanto en el tejido nervioso (cerebro, médula espinal, nervios
periféricos y retina) de diversas especies con infecciones naturales y experimentales
(Dubey y col., 1988; Barr y col.,1992; Kobayashi y col., 2001). El ciclo de vida de N.

caninum se encuentra esquematizado en la Figura 3.

13



Especializacion en
Diagndstico
(:: 3 Veterinario

de Laboratorio
Secretaria de Posgrado
En ambos tipos de hospedadores (intermediarios y definitivos) pueden presentarse la
transmision vertical o transplacentaria (Fig.4) con caracteristicas que dependen de la
especie animal. Esta etapa puede ser asintomatica, o generar patologia fetal y aborto, que
al ser ingeridos por el perro completan el ciclo con formacién de ooquistes (Lindsay y col.,

1989).

La transmisién transplacentaria se ha demostrado en infecciones experimentales no solo
en el ganado bovino, sino también en la oveja (Dubey y col.,1990;McAllister y col., 1996;
Buxton y col., 1998), cabra (Lindsay y col., 1995), perro (Dubey y col., 1989; Cole y col.,
1995), gato (Dubey y col., 1989), mono (Barr y col., 1994), cerdo (Jensen y col., 1998) y
raton (Cole y col., 1995).La existencia de la infeccién en determinadas lineas familiares y
la ausencia aparente de transmision horizontal observadas en la explotacion, indican que
el parasito puede transmitirse de madres infectadas a la descendencia durante varias
generaciones y que la infeccion puede mantenerse en las explotaciones donde la

reposicion con ganado propio es la norma en ausencia de un hospedador definitivo.

MEROGONIA Y GAMETOGONIA

Haospedero
definitivo

Ooquistes
’ sin esporular
excretados
en heces

Taguizoitos transmitidos
transplacentariamente

Alimento v agua
contaminada

MEROGONIA

s
v suclo
Ingerido por

hospedero
intermediario

Oroquiste esporulado

Feto infectado Hospederos intermediarios

Figura N°3: Ciclo de vida de Neospora caninum. Fuente: Dubey, 2003 -
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Figura N°4: Vias de transmisién de la neosporosis. Fuente: Dubey, 2006.

2.3.  Aspectos epidemiolégicos

La neosporosis es reconocida como una importante causa de abortos en bovinos lecheros
en distintos paises del mundo. En Argentina se ha descripto la transmisién
transplacentaria, siendo la prevalencia en fetos del 24,4% y del 64,5% en vacas lecheras
con antecedentes de abortos (Venturini y col., 1999). En los animales alimentados con
forrajes, se ha descripto como potencial factor de riesgo la ingestion de alimentos
contaminados con hongos, ya que la presencia de micotoxinas en bajas y repetidas dosis
pueden provocar inmunosupresion, lo cual favoreceria la reactivacion de la enfermedad
(Bartels y col., 1999).Varios estudios epidemioldgicos han encontrado asociaciéon entre la
seroprevalencia de N. caninum y la presencia de perros en el predio, lo cual sugiere su rol
de transmision de la enfermedad (Paré y col., 1998;Bartels y col., 1999). Los perros
provenientes de areas rurales generalmente presentan serologia positiva en un mayor
porcentaje de casos en relacion con perros de areas urbanas (Basso y col, 2001).
También se considera que podria existir algun otro hospedador intermediario, dado el bajo
numero de ooquistes que en general se encuentra en las heces de perro. Sin embargo,

aun quedan interrogantes en cuanto al papel que desempefia el perro en la epidemiologia
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de la neosporosis bovina, cual es el periodo de eliminacion de ooquistes y por cuanto

tiempo estos permanecen infectantes en el medio (Dijkstra y col., 2001).

Por otra parte, se ha observado experimentalmente que algunos perros eliminadores de
ooquistes no presentan anticuerpos para N. caninum, lo que hace pensar en una
localizacion intestinal estricta del parasito, sin invasién de tejidos extraintestinales (Dijkstra
y col.,, 2001).Aun cuando se desconocen varios aspectos epidemioldgicos de la
enfermedad, se acepta el rol del perro como hospedador definitivo de N. caninum (Mc
Allistar y col., 1998), y que éste contaminaria alguna fuente de alimento ingerida por los

hospedadores intermediarios (herbivoros).

2.4, Patogenia:

N. caninum es altamente patogénico para bovinos y caninos, aunque también puede
inducir a enfermedad en ovejas, cabras, caballos y ciervos (Georgieva y col., 2006),
produciendo la muerte celular por la multiplicacion activa de los taquizoitos. Los
taquizoitos, responsables de la fase aguda de la infeccion, invaden una gran variedad de
tipos celulares en el hospedador parasitado incluyendo macréfagos, neutrdéfilos, células
neuronales, hepatocitos, fibroblastos, miocitos y células endoteliales de los vasos
sanguineos y renales (Dubey y col.,1988; Speer y col., 1989). Penetran en la célula
hospedadora mediante invasién activa, localizandose en el interior de una vacuola
parasitéfora en el citoplasma. El fendbmeno de invasion celular ha sido ampliamente
estudiado en cultivos celulares y conlleva un previo reconocimiento y adhesién a la célula
hospedadora. En el interior de la vacuola parasitéfora los taquizoitos se multiplican
mediante endodiogenia, pudiendo albergar una célula mas de 100 taquizoitos. Tras la
ruptura celular, los taquizoitos salen al medio extracelular y en pocas horas se inician los
mecanismos de adhesion e invasion de nuevas células diana (Hemphill y col., 1996). La
destruccioén celular y, por consiguiente, la enfermedad depende de un equilibrio entre la
habilidad de los taquizoitos para penetrar y multiplicarse en la célula hospedadora y la

habilidad del hospedador para inhibir la multiplicacion del parasito.

Los quistes tisulares con bradizoitos en su interior, responsables de la fase cronica de la

infeccidén, han sido observados tanto en el tejido nervioso (cerebro, médula espinal,
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nervios periféricos y retina) de diversas especies con infecciones naturales vy
experimentales (Dubey y col., 1988; Barr y col.,1992; Kobayashi y col., 2001), como
también en el tejido muscular esquelético del perro y de la vaca con infecciones naturales
(Peters y col.,2001). Los quistes tisulares a menudo no originan reaccién inmunoldégica del
hospedador, y no se sabe cuanto tiempo pueden permanecer en el sistema nervioso
central, aunque en ratones infectados experimentalmente, ellos permanecen viables al
menos por 1 afio. La formacidon de granulomas alrededor de los quistes tisulares
degenerados y bradizoitos sugiere que ciertos quistes tisulares se rompen. La carga
parasitaria y la cepa involucrada influirdn en la severidad de las infecciones resultantes
(Lindsay y col., 1999). En caninos, N. caninum puede producir severa enfermedad
neuromuscular. Puede destruir una variedad de células neuronales incluyendo aquellas
de los nervios craneales y espinales, y la presencia de gran numero de organismos puede
alterar la conductividad de las células afectadas. La causa de la hiperextension de los
miembros posteriores no es conocida con certeza, pero se cree que responde a la
combinacion de paralisis de la neurona motora superior con miositis, resultando en una
contractura fibrosa progresiva de los musculos y fijaciéon de las articulaciones (Barber y
col.,1998).

La variacion en el numero y la distribucion del parasito en el hospedador se debe a las
rutas de infeccion y a la diferencia de la respuesta inmunolégica segun la etapa de la
enfermedad. Se cree que la diseminacién de los taquizoitos en los érganos viscerales
ocurre en la fase aguda de la infeccidn y que mas tardiamente, los organismos se

restringen a los sistemas nervioso y muscular (Alves y col., 2004).

2.5. Sintomatologia:

Las perras con altos titulos de anticuerpos tendrian mayor probabilidad de producir
cachorros infectados, con enfermedad clinica (Barber y col.,1998). Si bien la neosporosis
canina se considera causa frecuente de mortalidad neonatal, no hay reportes de aborto
por N. caninum en perros, a diferencia de lo que ocurre en bovinos. Algunos estudios
experimentales sugieren que N. caninum puede causar muerte fetal, momificacion,

reabsorcién embrionaria y nacimiento de cachorros débiles (Cole y col., 1995).
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La neosporosis se puede presentar en cualquier edad. La mayoria de los casos descriptos
implicaron varios miembros de camadas en los que los signos clinicos aparecieron entre
las 2 y las 20 semanas de edad, pero ha habido casos confirmados en perros tan jovenes
como de dos dias de edad (Barber y col., 1996) y tan viejos como de 15 afios (Dubey y
col.,1988). En caninos la enfermedad puede ser asintomatica en algunos casos y fatal en
otros, tanto en perros jovenes como adultos, siendo los producidos por infeccién
congénita los casos mas dramaticos (Dubey y col.,1989; Cuddony col., 1992). Las
infecciones son mas frecuentes y severas en animales menores de 6 meses de edad

infectados congénitamente.

En cuanto a la sintomatologia en si, N. caninum tiene mayor afinidad por el sistema
nervioso y muscular; por ello, suelen presentarse trastornos neuromusculares
progresivos, derivados principalmente de lesiones de encefalomielitis, polirradiculoneuritis
y polimiositis que cursan con signos neurolégicos como ataxia, reflejo patelar disminuido o
pérdida de orientacion (Georgieva y col., 2006). Se puede observar paresia de los
miembros posteriores la cual puede evolucionar a una paralisis progresiva e
hiperextension rigida. Esta hiperextension en algunos casos llega a ser tan marcada que
el miembro no puede ser flexionado incluso bajo anestesia. Los animales con paralisis del
tren posterior pueden estar alertas y sobrevivir por meses. La paresia del tren posterior
puede ser unilateral o bilateral, y la paralisis puede ser flacida o espastica. También se ha
descrito la mialgia, la cual es comun en los musculos cuadriceps y lumbares (Barber y
col., 1998), aunque también son mencionados los musculos abdominales, gastrocnemio,
masetero y diafragma (Dubey y col., 2005).En algunos casos, luego de las
manifestaciones de paresia - paralisis, se presenta debilidad cervical, disfagia y muerte en
corto tiempo, mientras que otros perros que se mantienen alerta y con cuidados, pueden
sobrevivir por meses o afos, pero sufren la paralisis y sus complicaciones (Basso y col.,
2005).También puede haber una presentacién no neuroldgica observandose: miocarditis,
neumonia, dermatitis, pancreatitis, hepatitis o adenitis, ya que los taquizoitos de N.
caninum producen necrosis en estos organos (Dubey y col.,1988), dando lugar a signos

clinicos tales como vomitos y polidipsia como complicaciones de casos neuromusculares.

2.6. Lesiones:
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Las principales lesiones observadas en neonatos son neumonia, miocarditis, hepatitis,
necrosis muscular y encefalomielitis, aunque también hay relatos esporadicos de infeccion
ocular, ulcera de mucosa oral y dermatitis ulcerativa. Las principales lesiones
macroscopicas son areas de hemorragia y necrosis multifocal de los érganos afectados,
granulomas en visceras, estrias blanquecinas en los musculos (principalmente del
diafragma) y megaesoéfago. En los casos mas severos puede haber hipotrofia y fibrosis

muscular (Alves y col., 2004).

La lesion mas caracteristica es una encefalomielitis no purulenta y de distribucion
multifocal, que se caracteriza por la presencia de uno o varios focos de necrosis que,
ocasionalmente, muestran hemorragias o areas de mineralizacién (Boulton y col., 1995).
Rodeando a estos focos se localiza un infiltrado inflamatorio formado por macrofagos,
linfocitos y células plasmaticas y areas de gliosis, con proliferacién de la microglia y de los
astrocitos. Se puede observar alrededor de los quistes tisulares la formacion de
granulomas y bradizoitos en degeneracion, debido a que algunos quistes tisulares se
rompen produciendo una reaccién inflamatoria en el hospedador (Dubey y col., 1990;
Mayhew y col., 1991). Esporadicamente, pueden apreciarse manguitos perivasculares de
células mononucleares alrededor de estas lesiones. En el corazén, la alteracién tipica es
una miocarditis que puede variar desde focal a difusa y esta constituida por macréfagos,
linfocitos y células plasmaticas en menor numero que se localizan entre las fibras
musculares que pueden mostrar signos de degeneracion e incluso necrosis con posterior

calcificacion (Wouda y col., 1996).

En el resto de érganos, aunque todos serian susceptibles de presentar lesiones, éstas
aparecen con menos frecuencia. El higado presenta una hepatitis no purulenta
caracterizada por una necrosis de los hepatocitos asociada a un infiltrado de macrofagos
y linfocitos distribuidos de forma difusa, aunque mas intensamente en los espacios porta
(Barr y col., 1990; Wouda y col., 1996, 1997). Con menor frecuencia, pueden detectarse
infiltrados inflamatorios semejantes a los descritos en otros dérganos, como pulmén
(focales o difusos), rifdn (localizados preferentemente en la zona cortical), en pancreas o
la glandula adrenal. En los ganglios linfaticos unicamente se observa una hiperplasia

reactiva, con presencia de foliculos linfoides prominentes.
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Neospora caninum puede ser detectado en las lesiones del SNC y con menor frecuencia
en el corazon, higado, pulmoén y rifdn. Son necesarias secciones seriadas del tejido para
poner de manifiesto al agente, ain en presencia de lesiones evidentes. Los taquizoitos se
pueden encontrar asociados a las zonas de necrosis del SNC en numero escaso y son
dificiimente identificables sin la ayuda de técnicas inmunohistoquimicas, tanto en el
neuropilo como en el interior del citoplasma de las neuronas. Ocasionalmente, pueden
observarse asociados a los infiltrados inflamatorios y areas de gliosis presentes en el
encéfalo o formando grupos, sin pared que los delimite, en zonas donde no existe lesion.
Los quistes tisulares de N. caninum son menos frecuentes y aparecen en el tejido
nervioso sin asociarse con la presencia de lesiones, aunque, excepcionalmente, pueden
observarse en zonas de infiltrado inflamatorio. Peters y col. (2001) reportaron la deteccién
de quistes tisulares en tejido muscular de animales con infeccion natural. Las técnicas
inmunohistoquimicas, utilizando anticuerpos especificos para N. caninum son también de
gran ayuda en la identificacion de los quistes. Diferentes partes de la musculatura pueden
presentar atrofia, que, junto con algunas deformaciones de las extremidades, serian

consecuencia de las alteraciones nerviosas.

2.7. Diagnostico

En pequefos animales el método diagnéstico de eleccion es por medio de la serologia
para la deteccion de anticuerpos especificos; esta puede o no estar acompanada con
analisis coproldgico para la identificacion de ooquistes de N. caninum en materia fecal,
por medio de técnicas cualitativas de concentracion con soluciones sobresaturadas de
cloruro de sodio (Técnica de Willis) o solucién glucosada (Técnica de Sheather) (Basso y
col., 2001).

2.7.1. Diagndstico clinico:

Es complicado debido a que los cachorros congénitamente infectados a menudo no
manifiestan ningun signo clinico de enfermedad, sin embargo, cuando se presentan
sintomas como paresia del tren posterior y ataxia, o una historia clinica de enfermedad

neuromuscular neonatal en mas de un cachorro o mas de una camada de una misma
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hembra canina, es también sugerente de neosporosis. (Lindsay y col., 1999; Romero y
col., 2005). Otra dificultad que presenta el diagnostico clinico es la similitud de sintomas
que comparte con T. gondii. Por tal motivo es necesario realizar el diagndstico diferencial

de laboratorio.
2.7.2. Diagnostico de laboratorio:

Este incluye, por un lado, la deteccién directa de ooquistes en las muestras de heces v,
por otro, la deteccién de anticuerpos especificos para N. caninum, considerando siempre
que éstos pueden mantenerse por varios meses e incluso afos, por lo cual un resultado
de serologia positiva, solo indica exposicion al parasito y no necesariamente enfermedad
clinica (Stenlund y col., 2000). Por tal motivo para llegar al diagndstico definitivo es
necesario el aislamiento de N. caninum. El aislamiento se puede realizar inoculando
material proveniente de animales infectados en diferentes cepas de ratones de laboratorio
por via subcutanea o bien con ooquistes esporulados por via oral. También es posible
realizar aislamientos en cultivos celulares (Dubey y col.,, 2010). Los érganos mas
recomendados para la inoculacién son: cerebro, diafragma, pulmén e higado de animales
que han sufrido la infeccion. Algunas de las lineas de ratones utilizadas con esos fines
son Balb/c endocriados e inmunodeprimidos y mas recientemente las lineas
inmunodeficientes, como los Nude mice y Interferén gamma Knockout mice (Hemphill y
col., 1999) y los meriones (Meriones unguiculatus) (Dubey y col., 2000, Venturini y col.,
2001). Sin embargo, el aislamiento de N. caninum es extremadamente dificultoso y no se

practica rutinariamente para el diagndstico de la enfermedad.
2.7.2.1. Diagndstico coproparasitologico

Ooquistes de N. caninum nunca han sido observados en canes con una infeccién
sistémica activa. Esto indica que el examen de heces es probablemente de escaso valor
para diagnosticar enfermedad debido a una infeccion por N. caninum (Lindsay et
al.,1999). Ademas, la identificacidon misma de los ooquistes es dificultosa ya que los canes
infectados eliminan ooquistes sin esporular cuyo tamafno y morfologia son similares a los
de Hammondia heydorni (Lindsay et al., 1999). En caso de detectar ooquistes, es

necesario confirmar la especie mediante una PCR.

2.7.2.2. IHQ (inmunohistoquimica):
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Esta técnica permite la deteccién de diferentes estadios del parasito (taquizoitos o
quistes) en tejidos de animales infectados conservados en formol, mediante la utilizacion
de anticuerpos especificos. Las pruebas mas utilizadas son la de PAP (peroxidasa anti
peroxidasa), ABC (complejo avidina-biotina) y LSAB (estreptavidina-biotina), empleando
un suero primario hiperinmune anti-T. gondii o anti-N. caninum. La ventaja en relacion con
la tincion de hematoxilina y eosina es que la inmunohistoquimica permite diferenciar los
quistes tisulares de T. gondii de los de N. caninum y detectar taquizoitos en los tejidos,
que son dificiles de hallar con las técnicas de coloracién de rutina, debido a que las
lesiones histopatoldgicas que producen ambos parasitos son similares. Si bien los quistes
de N. caninum presentan una pared mas gruesa que aquellos de T. gondii, no es facil

poder diferenciarlos si no se utiliza esta técnica (Lindsay y col., 1989; Dubey y col., 2010).
2.7.2.3 Pruebas serolégicas:

Los métodos serolégicos mas usados son la inmunofluorescencia indirecta (IFl), y el
enzimo inmuno ensayo (ELISA); ambos se basan en la deteccién de anticuerpos para N.

caninum (Bjorkman y col.,1999; Dubey y col., 2003).
2.7.2.3.1. Inmunofluorescencia:

Es una técnica de inmunodiagnéstico ampliamente usada como técnica estandar, para
detectar anticuerpos anti-N. caninum en el suero de animales, (Dubey y col., 1996). Estos
anticuerpos pueden permanecer detectables por varios meses e incluso afos, razén por
la cual un resultado positivo a anticuerpos, sélo indica exposicion al parasito y no
necesariamente enfermedad clinica (Stenlund y col.,, 2000). Un pequefio numero de
reacciones cruzadas entre N. caninum y T. gondii han sido reportadas en canes
naturalmente infectados, aunque estas reacciones cruzadas no se han considerado como
un evento importante. Una parte significativa de canes que eliminaron ooquistes luego de
una infeccidn experimental no mostraron seroconversién mediante IFI para N. caninum

(Romero y col., 2005; Georgieva y col., 2006).
2.7.2.3.2. ELISA:

Es una técnica que permite la deteccion de anticuerpos en medios complejos, para lo cual
se utilizan tres principios técnicos: la inmunocompetencia, el método indirecto y la inmuno

captura (Buxton —Maley y col., 2004). Como ventaja es una prueba simple, que permite
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ademas procesar un gran numero de muestras y una interpretacion objetiva de los
resultados respecto a la IFI (Moore y col., 2001). Como desventaja, la mayoria de los test
de ELISA desarrollados para el diagnostico de neosporosis deben importarse, lo que

implica un elevado costo y tiempo de espera.

2.8. Tratamiento:

Un diagnéstico temprano de la neosporosis aumenta las probabilidades de éxito de un
tratamiento, dependiendo del compromiso del SNC y de la severidad de los signos
observados. El tratamiento de eleccion es la Clindamicina (10 a 15 mg/Kg, via oral, 2
veces al dia, durante 4 a 6 semanas), aunque también se han utilizado drogas como
trimetropin-sulfadiazina. Hay que tener en cuenta, que no hay hasta el momento un
tratamiento ni una vacuna capaz de prevenir que una hembra canina infectada transmita
la infeccion a sus cachorros (Lindsay y col.,1999). Pero en cachorros con compromiso
severo de los miembros posteriores, la muerte puede ser evitada, aunque la funcién

motora de estos usualmente no regresa a la normalidad (Lindsay y col., 1999).

2.9. Prevencion y control:

Hembras caninas con titulos de 1:50 por IFI han producido cachorros afectados, sin
embargo, la infeccién y enfermedad parece darse mas en cachorros nacidos de hembras
con titulos serologicos mas altos. Aunque el porcentaje de transmisién vertical es
relativamente bajo, se debe evitar la reproduccion de hembras seropositivas. Hay que ser
muy cuidadoso al momento de la interpretacion de los resultados de IFI y la consecuente
advertencia a los propietarios, ya que en algunos paises puede haber implicancias legales
por recomendar la no reproduccion de algun animal valioso. Se recomienda también a los
criadores realizar una evaluacion serologica a cada cachorro antes de su venta (Barber y
col.,1998).

La ruta de infeccién post natal es probablemente por la ingestion de carne cruda
(especialmente carne de vacuno), por lo tanto, se recomienda a los propietarios cocinar

bien la carne antes de alimentar a sus mascotas o hacerlo a base de alimento balanceado
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comercial. Al parecer el congelamiento también podria destruir al parasito, aunque se ha
reportado un aislamiento exitoso de N. caninum después de un congelamiento prolongado
a - 52°C (Bryan y col., 1994). Por ultimo, debe evitarse alimentar a los canes de
establecimientos rurales con fetos abortados, membranas fetales o terneros muertos
(Barbery col., 1998; Dubey y col., 2003).

3. DESARROLLO:

3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Materiales, equipos y reactivos utilizados

e Tubos 10 ml

e Agujas N°21G x 1%’

e Micropipetas de 1 — 10ml

e Tips descartables

e Fluido de montaje

o Placa de 96 pocillos

e Centrifuga de 5000 rpm

o Agitador

e Estufa

e Microscopio de Fluorescencia.

o Antigenos de Neospora caninum adsorbidos en el portaobjetos

e Antigenos de T. gondii adsorbidos en el portaobjetos

¢ Conjugados especificos anti-lgG canina marcada con isotiocianato de fluoresceina
(Sigma-Aldrich)

e Sueros controles positivos y negativos para T. gondii y N. caninum

e Solucion salina tamponada (PBS)

e Buffer carbonato

3.1.2. Toma de muestras:
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Se obtuvieron 92 muestras de sangre de caninos que conviven con bovinos en 14
establecimientos con diferentes sistemas productivos de la Provincia de Salta, abarcando
los Departamentos de Capital, Vaqueros, La Caldera, Chicoana, Rosario de Lerma, El
Carril y Rivadavia. Las muestras de sangre fueron tomadas por puncidon venosa anti-
braquial (2-3 mL). De cada perro muestreado se identificd el sexo, edad aproximada y
sistema de produccion en el cual se encontraba habitando. Posteriormente las muestras
fueron distribuidas en tubos sin anticoagulante, previamente identificados, colocadas en
conservadoras con refrigerantes para su traslado al laboratorio privado, donde se
procedioé a una centrifugacién de 2500 rpm durante 5 minutos para la obtencion del suero
y conservados a -20°C hasta su procesamiento por la prueba de IFIl. Adicionalmente, se
procedié a tomar muestras de materia fecal de perros, del establecimiento, que fueron
recogidas con guantes del suelo debido a la dificultad que se presenté a la hora de tomar

las muestras directamente del recto.
3.1.3. Deteccién de anticuerpos por IFI:

Los sueros fueron analizados por la técnica de IFlI en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia (LAINPA) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de la Plata, utilizando antigenos de N. caninum adsorbidos en el portaobjetos, y
conjugados especificos anti-lgG canina marcada con isotiocianato de fluoresceina
(Sigma-Aldrich) para determinar la presencia o no de anticuerpos especificos para N.
caninum. Se realiz6 ademas el diagnoéstico diferencial con T. gondii, para evaluar
presencia de anticuerpos anti-T. gondii utilizando similar metodologia a la mencionada

para N. caninum.

El protocolo utilizado para el diagndstico de cada parasito fue el siguiente:

3.1.3.1. Diluciones de los sueros problema:

e Se realizaron las diluciones de los sueros problema en PBS en placa de 96 pocillos.
e Se colocaron cantidades constantes de PBS, 100 pl en todos los pocillos excepto en
el primero.

e Se coloco 8 ul de suero en 192 ul de PBS en el 1er pocillo (Dilucion 1:25).
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e Se realizaron las diluciones siguientes pasando 100 ul desde el primer pocillo en

adelante, homogeneizando cuidadosamente en cada pasaje.

3.1.3.2 . Procedimiento:

Se realizé inicialmente un screening a fin de determinar la presencia de anticuerpos anti-
N. caninum o anti- T. gondii utilizando un punto de corte de 1:50 en la IFI. Aquellos sueros
que resultaron positivos a dicho punto de corte fueron analizados hasta una dilucion final
de 1:800.

e Se colocaron las muestras diluidas en el portaobjeto y los sueros controles positivos y
negativos.

e Se incubd el antigeno con el suero problema a 37° C durante 30 minutos en camara
humeda.

e Se realizaron 3 lavados de 10, 5 y 3 minutos con buffer de carbonatos pH 9 (N.
caninum) o PBS (T. gondii), con agitacion.

e Se incubd con el conjugado correspondiente, 30 minutos a 37° C, en camara humeda.

e Se montod con glicerina al 50 % en buffer de carbonatos (N. caninum) o glicerina al
90% en PBS (T. gondii).

e Se observé con microscopio de fluorescencia, considerandose positiva la ultima
dilucion del suero en la cual se observé fluorescencia completa en todo el contorno del

parasito.
3.1.4. Analisis coproldgico:

La toma de muestra de materia fecal directamente del recto. Esta practica no fue posible
en muchos de los animales, debido a que eran muy ariscos y ademas al momento de la
toma de la muestra muchos presentaron el tubo digestivo sin contenido de materia fecal.
Por tal motivo se hicieron pools de muestras de materia fecal recogido de diferentes

sectores del predio al cual pertenecia el canino.

Se realizé una técnica que concentra los ooquistes por medio de la flotacién en una
solucién de densidad especifica 1300. (Solucién de Sheather: 500 gr de azucar, agua csp
1 Its y 10 ml de formol 40%).

Procedimiento:
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e Se disolvié 50 ml de solucion de Sheather y una cucharada de materia fecal.
e Se filtré la mezcla con un colador.
o Luego se recogié 10 ml a través de un embudo, en un tubo de centrifuga.
e Se centrifugd 5 minutos a 2500 rpm.
e Se tomo una gota con un ansa de la superficie.

e Se observo al microscopio.

3.1.5. Analisis de datos:

Se calculd el porcentaje de animales seropositivos a N. caninum, y T. gondii, para estimar
la asociacion entre la seropositividad a N. caninum y cada una de las variables
(potenciales factores de riesgo), teniendo en cuanta el sexo y el tipo de produccion, y la
existencia de coinfeccion de ambas parasitosis, utilizandose para esto, el software
InfoStat® version 2017. Se separé a los animales en 2 grupos segun su sexo y se
determiné la cantidad los animales que presentaron anticuerpos (resultado positivo) y los
que no presentaron anticuerpos (resultado negativo) a IFI, tanto para N. caninum, como
para T. gondii. Teniendo en cuenta el sistema de produccion, se dividié a las muestras en
3 grupos: 1) caninos que conviven con animales de cria; 2) caninos que conviven con
animales de tambo; y 3) caninos que conviven con animales de sistema mixto;
determinandose luego cuales resultaron positivos y cuales negativos a IFI, tanto para N.
caninum como para T. gondii. También se analizé el porcentaje de animales positivos a

los distintos titulos finales de N. caninumy T. gondii.

3.2. Resultados:

Se observo que el 35,8% de los animales muestreados fueron positivos a N. caninum vy el
54,3% fueron positivos a T. gondii. Ademas, el 27% de los animales presentaron

anticuerpos para ambas enfermedades.

En las siguientes tablas se observan los datos obtenidos de las diferentes variables

utilizadas como indicadores para el analisis estadistico.
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Tabla 1. Distribucién de la presencia de anticuerpos anti-Neospora caninum segun el sexo.

Positivo Negativo Total
Hembras 17 (54,8%) 14 (45,2%) 31 (100%)
Machos 16 (26,2%) 45 (73,8%) 61 (100%)
Total 33(35,9%) 59 (61,1%) 92 (100%)

Tabla 2. Distribucion de la presencia de anticuerpos anti-Neospora caninum en caninos segun el tipo de

produccién.

Positivo Negativo Total
Tambo 8 (44,4%) 10 (55,6%) 18 (100%)
Mixto 18 (35,3%) 33 (64,7%) 51 (100%)
Cria 7 (30,4%) 16 (69,6%) 23 (100%)
Total 33 (35,9%) 59 (61,1%) 92 (100%)

Tabla 3. Distribucién de la presencia de anticuerpos anti—-Toxoplasma gondii segun el sexo.

Positivo Negativo Total
Hembras 22 (71%) 9 (29%) 31 (100%)
Machos 28 (45,9%) 33 (54,1%) 61 (100%)
Total 50 (54,3%) 42 (45,7%) 92 (100%)

Tabla 4. Distribucion de la presencia de anticuerpos anti—-Toxoplasma gondii en caninos segun el tipo de

produccion.
Positivo Negativo Total
Tambo 10 (55,6%) 8 (44,4%) 18 (100%)
Mixto 31 (60,8%) 20 (39,2%) 51 (100%)
Cria 9 (39,1%) 14 (17,4%) 23 (100%)
Total 50 (54,3%) 42 (45,7%) 92 (100%)

Tanto para N. caninum como para T. gondii se observdé un mayor numero de hembras

positivas respecto a los machos (p=0,0018; Tablas 1 y 3). En cuanto al sistema de
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produccion del cual provenian los animales, la seropositividad a N. caninum fue mayor en
los perros pertenecientes a tambos, comparados con sistemas mixtos y de cria (p=0,0001;
Tabla 2). En cambio, la seropositividad a T. gondii fue mayor en establecimientos mixtos,

comparados con establecimientos de tambo y de cria (p=0,001; Tabla 4).

No se detectaron ooquistes compatibles con N. caninum en ninguna de las muestras de
materia fecal analizadas.

Al analizar la distribucién de titulos finales en los animales seropositivos, se observaron
animales positivos a todas las diluciones evaluadas, con una tendencia a titulos mas

bajos para T. gondii en relacién a los observados para N. caninum (Figura 5).

Porcentaje de animales positivos a distintos titulos de N. caninumy T.
gondii

B N. caninum W T. gondii

50 100 200 400 800

Figura 5. Porcentaje de animales positivos a distintos titulos finales de N. caninum (n=33) y T. gondii (n=50).

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Teniendo en cuenta los objetivos de este trabajo se detectd la presencia de anticuerpos
anti- N. caninum y anticuerpos anti- T. gondii en 35,8 % y 54,3 % de los animales
muestreados respectivamente, lo que evidencia la presencia de ambos parasitos en

animales de la zona estudiada. A nuestro conocimiento, este es el primer reporte de
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deteccidon de anticuerpos contra estas parasitosis en perros en la provincia de Salta. En
los ultimos trabajos realizados en la Argentina, la prevalencia para neosporosis Yy
toxoplasmosis en perros con signos clinicos compatibles fue del 25,6% y 30,3%,
respectivamente (Venturini y col., 2008). Sin embargo, dicho trabajo fue realizado con
muestras provenientes principalmente de zonas urbanas. El presente estudio se realizd
con sueros de animales provenientes de zonas rurales, observandose una mayor
seropositividad para ambas enfermedades, posiblemente por factores predisponentes
como la alimentacion con productos de abortos de bovinos, y un contacto directo con los
hospedadores intermediarios, entre otros. En cuanto a las diferencias de seroprevalencia
de neosporosis encontradas a nivel mundial, se observd una mayor discrepancia debido a
que paises con diferentes temperaturas y alejados entre si (Canada, Granada, Portugal)
presentan seroprevalencias bajas (entre 1,6 a 7,9%) y similares entre si. Se destaca la
baja prevalencia encontrada en diferentes zonas de Brasil en relacion a los estudios de
nuestro pais, a pesar de la cercania geografica y de haberse utilizado IFI como prueba

diagnostica en ambos casos (Mineo y col., 2001).

En cuanto al sistema de produccién en el cual habitaban los animales, se observé mayor
seropositividad para N. caninum en los animales provenientes de tambo comparado con
los sistemas mixto y de cria. Esto también puede estar relacionado con un mayor contacto

directo entre los perros y los bovinos en dicho sistema de produccion.

En relacion a las diferencias encontradas segun el sexo se evidenciaron diferencias
significativas, observandose una distribucion no uniforme. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en los campos muestreados en numero de animales machos encontrado
superaban ampliamente al de hembras, debido a la dificultad que presenta tener hembras

en los campos por su capacidad prolifica.

.En este estudio se encontré un 27% de caninos que presentaron anticuerpos para ambas
enfermedades, lo cual sugiere que éstos presentaron coinfecciones. En el diagndstico
serolégico se debe tener en cuenta que en los caninos puede existir una reactividad
cruzada entre T. gondii y N. caninum, ya que ambos parasitos se encuentran muy
emparentados filogenéticamente y comparten antigenos comunes. En este estudio la
dilucion de los sueros se realizé a partir de 1:50, y aunque se ha determinado que la

prueba de IFl es la mas utilizada en nuestro medio debido a su alta sensibilidad y

30



Especializacion en
Diagndstico
(:3 3 Veterinario

de Laboratorio

Secretaria de Posgrado

especificidad, deberia tenerse en cuenta que puede detectarse reactividad cruzada

cuando las diluciones del suero son menores a 1:50 (Dubey y Lindsay, 1993).

Por lo tanto como conclusion final, debido a la ausencia de datos en la provincia de Salta
de N. caninum y de T. gondii, consideramos que los resultados del presente estudio son
relevantes para los dueios de los campos que tienen a los rumiantes como animal
productivo, debiéndose tener en cuenta la presencia de caninos en estos predios, su
control sanitario y especialmente su alimentacién, evitando la ingesta de material de
abortos y de otros hospedadores intermediaros, y su acceso al alimento y agua de los

bovinos.

Debido a la escasa informacion acerca de la presencia de N. caninum y T. gondii en
canes de zonas rurales y urbanas en la provincia de Salta, se recomienda realizar mas
estudios al respecto, permitiendo asi tener una informacion mas precisa acerca de la
influencia de otras variables como la raza, el sexo, la edad, e inclusive la procedencia y el

tipo de alimentacion.
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