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RESUMEN

El presente estudio se llevo acabo en muestras fecales de perros de
establos de la Comarca Lagunera y sus alrededores, durante el periodo de abril
a Septiembre del 2007, con el objetivo de evaluar tres técnicas coprologicas
para determinar la Prevalencia de occistos de Neospora caninum , en 130
muestras fecales de perros de 65 establos, habiendo obtenido los siguientes
resultados: de 130 muestras, 17 positivas, a Trichuris vulpis, y 113 negativas,
dando un porcentaje de prevalencia de 13%, y un 0% a Occistos de Neospora
caninum, resalta en el presente trabajo que no se encontraron parasitosis
mixtas del total de las muestras analizadas y dominando solo los huevecillos de

Trichuris vulpis como parasitosis Unica, lo cual resulta de gran interés por ser



un indicador de zoonosis parasitaria en la salud publica, asi mismo el presente
trabajo, hace referencia y se resalta, en lo referente a Neospora, que de los
establos analizados todos tenian referencia a serologia positiva, En
consideracion a nuestro resultado se debe hacer mencion de tomar en cuenta
gue en el caso de Neospora la ausencia de Occistos en las heces fecales de los
perros pudo haberse debido a las medidas profilacticas y terapéuticas
tomadas por los propietarios de los establos en cuanto a la practica de
desparasitar continuamente a los perros o bien al poder de la capacidad
adaptativa de los taquizoitos de N. caninum en ausencia de reproduccion
sexual, y a la variabilidad de comportamiento de distintas cepas del parasito.

Estudios realizados sugieren tomar en cuenta, por otra parte, la
teoria del “trinquete de Muller” (High, 1978), el cual predice que los organismos
con reproduccion asexual (caso del Taquizoito de N. caninum) tendrian
problemas para propagarse indefinidamente en el tiempo, si carecen de
grandes mecanismos reparadores genéticos. Este resultado coincide y difiere
con otros trabajos realizados en otras partes del mundo como, Chile, Brasil,
Espafa, Argentina y de México. Sugiriéndose ampliar la investigacion a
periodos mas prolongados en diferentes épocas del afio.



I INTRODUCCION

Se denomina neosporosis a la enfermedad producida por protozoos del género
Neospora. Esta parasitosis se diagnosticoé por primera vez en Noruega, en 1984, por Bjerkas et
al. (1984), los cuales describieron una encefalopatia mortal en perros, caracterizada por
encefalomielitis y miositis asociadas a un parasito semejante a Toxoplasma gondii. En la
actualidad, el proceso mas relevante por sus repercusiones econdémicas es la neosporosis
bovina, que cursa con aborto, mortalidad neonatal y nacimiento de terneros con sintomatologia

neuromuscular o clinicamente sanos, pero crénicamente infectados.

El género Neospora se describié por primera vez en 1988, incluyéndose una Unica
especie en ese momento: Neospora caninum (Dubey et al., 1988b). Ese mismo afio se obtuvo
el primer aislado del parasito a partir de muestras de origen canino (Dubey et al., 1988a). Desde
ese momento, comienzan a desarrollarse diversas pruebas diagndsticas como la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en 1988, para la deteccién de anticuerpos en el suero frente
a N. caninum, y la inmunohistoquimica (Lindsay Dubey, 1989) con objeto de detectar al
parasito en los tejidos infectados.También comienzan a desarrollarse los primeros modelos
experimentales de la enfermedad por Lindsay Dubey (1989d, 1990c), que realizaron las

primeras inoculaciones del parasito en ratones y ratas.

En relacién con la importancia de la enfermedad en el ganado bovino, Thilsted Dubey
(1989) describieron, originalmente, a N. caninum como agente etiolégico del aborto en esta
especie doméstica. Posteriormente, Anderson et al. (1991) y Barr et al. (1991), consideran a la
neosporosis como la primera causa de aborto en el ganado lechero en California (EE.UU.). En
1992, se confirma experimentalmente, la transmisién vertical del parasito en la especie bovina
(Dubey et al., 1992). En este sentido, tuvo gran relevancia para las investigaciones
experimentales el hecho de que a pesar de intentarse desde 1988, no fue hasta 1993 cuando
se consiguio el primer aislado de N. caninum a partir de tejidos infectados bovinos (Conrad et
al., 1993; Barr et al., 1994).

A partir de ese momento, los avances alcanzados en el conocimiento de la
biologiamolecular del parasito y de sus mecanismos de patogenicidad, asi como en el
diagnostico y epidemiologia de la enfermedad, han sido especialmente significativos. Dichos
avances han permitido un mejor conocimiento del ciclo biolégico, incluyendo el hallazgo del
perro como hospedador definitivo en el mismo (McAllister et al., 1998). Este descubrimiento ha
alertado, en los dltimos afios, la discusién acerca de la importancia relativa de las distintas vias

de transmision y en la permanencia de la enfermedad en el ganado bovino.



Hoy en dia, la neosporosis bovina esta considerada una enfermedad parasitaria de distribucion
cosmopolita y una de las causas mas frecuentes de fallo reproductivo en las principales zonas
productoras del mundo (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey, 1999 ,Dubey, 2003).

1.1 Antecedentes
1.1.1 Taxonomia

N. caninum se incluye dentro del philum Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase
Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina y familia Sarcocystidae, junto con los géneros
Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia y Besnoitia (Dubey Lindsay, 1996). Los integrantes de la
familia Sarcocystidae se caracterizan por tener ciclos biolégicos heteroxenos y formar quistes
en el hospedador intermediario. Como tales actlan diferentes especies de herbivoros y
omnivoros, y como hospedadores definitivos fundamentalmente, diferentes especies de
carnivoros.

La situacion taxonémica de N. caninum ha sido cuestionada desde su descripcion,
siendo objeto de importantes controversias. Estudios filogenéticos basados en el analisis de la
secuencia de la subunidad menor del ARN ribosomal (hss-ARNr), mostraron un elevado grado
de homologia entre N. caninum y T. gondii, sugiriendo que los dos organismos podrian
pertenecer al mismo género (Holmdahl et al., 1994). Sin embargo, cuando se investigaron los
genomas de Neospora, de Toxoplasma y de Sarcocystis mediante técnicas de RAPD-PCR se
encontraron diferencias significativas (Guo Jonson, 1995). Otros estudios genéticos han
corroborado el hecho que N. caninum y H.heydorni son especies diferentes (Ellis et al., 1999;
Mugridge et al., 1999; Mugridge etal., 2000). Desde el punto de vista biolégico, son notables las

diferencias en cuanto a la composicién antigénica y al ciclo biolégico.



' -Subkingd:}m Protozoa

Phylum Myxozoa Microspora Apicomplexa Ciliophora Sarcomastigophora |

Class Sporozoasida
Subclass Coccidiasina
Suborder Eimeriorina Haemospororina Piroplasmorina

| Family Eimeriidae Cryptosporidiidae Sarcuq,'stiidae Mamodiidae Babesiidae Theilenidae

Genus Isospora Cryplosporidium Hammondia
Eimeru Cystoisospora
Besnoitia
Toxoplasma

Neospora .

Sarcocystis
Frenkelia

P

Figura 1. Taxonomia de neospora caninum.

El empleo de pruebas diagndsticas seroldgicas especificas han permitido diferenciar a
N. caninum de otras especies gracias a su diferente composicién antigénica. Por otra parte, el
perro es el hospedador definitivo de N. caninum y H. heydorni, mientras que el gato es el
hospedador definitivo de T. gondii y H. hammondi. También destacan las diferencias
ultraestructurales existentes entre estas especies, tanto en los quistes tisulares como en los
taquizoitos. Los quistes tisulares de N. caninum presentan una pared quistica mas gruesa que
los de T. gondii y H. heydorni (Speer et al., 1999). Asi mismo, la presencia, localizacion vy el
namero de determinadas organelas en el citoplasma de los taquizoitos difieren en los tres
géneros mencionados (Speer Dubey 1989; Dubey et al., 2002).
Ultimamente se ha cuestionado de nuevo la existencia del género Neospora (Mehlhorn
Heydorn 2000;Heydorn Mehlhorn 2002 ), aunque también algunas publicaciones recientes
demuestran la diferenciacion biolégica, inmunolégica, morfolégica y molecular de N. caninum y
H. heydorni (Dubey et al., 2002).

1.2 Espectro de hospedadores



N. caninum tiene un amplio espectro de hospedadores domésticos y silvestres. La infeccion se
ha descrito, en el perro, en el ganado bovino, en la cabra (Barr et al., 1992; Dubey et al., 1996),
la oveja (Dubey Lindsay, 1990),el caballo (Lindsay et al., 1996), el bdfalo de agua (Dubey et al.,
1998; Huong et al., 1998; Guarino et al., 2000), el camello (Hilali et al., 1998) la liebre parda
europea (Ezio et al., 2003) y los camélidos sudamericanos (Chaves-Velazquez et al., 2004). En
animales silvestres, la infeccién ha sido detectada en el ciervo (Woods et al., 1994; Dubey et al.,
1996), el antilope (Peters et al., 2001b), el mapache (Lindsay et al., 2001b), el coyote (Lindsay
et al., 1996a), el zorro (Jakubek et al., 2001; Schares et al., 2001; Almeria et al., 2002), el dingo
(Barber et al., 1997), felinos salvajes (Cheadle et al., 1999) y el rinoceronte (Williams et al.,
2002). Por su parte, la infeccion experimental se ha llevado a cabo en el ratdén (Lindsay Dubey,
1989d, 1990 a y b), la rata (Lindsay Dubey, 1990c), el gerbo (Dubey Lindsay, 2000), el gato
(Dubey Lindsay, 1989), el perro (Dubey Lindsay, 1989), el coyote (Lindsay et al., 1996a), el
zorro (Schares et al., 2002b), la vaca (Barr et al., 1994; Adrianarivo et al., 2000, 2001), la oveja
(McAllister et al., 1998; Buxton et al., 1998; Buxton et al., 2001; O’Handley et al., 2002), la
cabra (Lindsay et al., 1995), el cerdo (Jensen et al., 1998), el macaco (Barr et al., 1994b) y en
diversas especies de pajaros (Baker et al., 1995). El papel de cada una de estas especies
hospedadoras en el ciclo biol6gico del parasito y su importancia en relacién con la transmision

de la infeccion no es del todo conocido. (Dubey et al.,2007)

1.3 Ciclo biolégico

En la actualidad, los Unicos hospedadores definitivos conocidos de N. caninum son el
perro (McAllister et al., 1998) y el coyote (Gondim et al., 2004), que ademas pueden actuar
como hospedadores intermediarios. McAllister et al.,(1998) identificaron ooquistes sin esporular
en heces de perros a los que se habia alimentado con cerebros de ratones infectados con el
parasito. Los ooquistes esporulan en el medio ambiente a las 24 horas (Lindsay et al., 1999).
Mas tarde, Lindsay et al., (2001) confirmaron estos datos, comprobando la eliminacién de

ooquistes en perros que habian sido alimentados

Los ooquistes, tienen forma esférica de pared lisa, presenta un grosor de 0,6-0,8mm.
En su interior se encuentran dos esporoquistes elipsoidales(8,4mm de longitud por 6,1mm de
ancho) cuya pared de 0,6mm de grosor no contiene el cuerpo de Stidea. A su vez, en el interior
de cada esporoquiste se encuentran cuatro esporozoitos (6,5mm de longitud por 2,0mm de
ancho) y el cuerpo residual esporoquistico. La fase sexual y asexual del parasito pueden
completarse en el perro, si bien las fases enteroepiteliales del parasito no se han identificado

hasta el momento.

Ooquistes No esporulados son los eliminados por los perros infectados

experimentalmente, midiendo entre 11.3mm de diametro.



Los ooquistes esporulados son los que después de tres dias en el medio ambiente contienen
dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno son morfolégicamente similares a los

ooquistes de Toxoplasma gondii y Hammondia en perros. (Aycachi, 2005)
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Figura 2. Ciclo bioldgico de la neospora caninum

A pesar de estos avances, muchos aspectos del ciclo biolégico en relaciéon con el
hospedador definitivo se desconocen: los estadios enteroepiteliales del parasito antes de la
formacion del ooquiste, la excrecion de ooquistes después de la ingestibn de ooquistes
esporulados, etc. Los hospedadores intermediarios pueden infectarse mediante transmisién
vertical, ya sea por via transplacentaria (Dubey, 2003) 6 por ingestion de calostro o leche (Uggla
et al.,, 1998; Davison et al., 2001), o por transmisién horizontal, mediante la ingestion de
alimentos o agua contaminados con ooquistes (De Marez et al., 1999; Trees et al., 2002), e
incluso de placentas que contengan taquizoitos (Dijkstra et al., 2001).

En el hospedador intermediario podemos encontrar los dos estadios asexuales del
parasito: taquizoitos y quistes tisulares con bradizoitos. Los taquizoitos son los responsables de
la fase aguda, multiplicandose intracelularmente por endodiogenia en muchos tipos de células,
incluyendo macro6fagos, neutréfilos, células neuronales, hepatocitos, fibroblastos, miocitos vy
células endoteliales de los vasos sanguineos y renales (Dubey et al., 1988; Bjerkas Presthus,
1989; Speer Dubey, 1989; Hemphill,1999).

La division del parasito dentro de la célula hospedadora provoca la aparicion deuna
vacuola parasitéfora integrada por taquizoitos. Subsiguientes divisiones se siguen produciendo
dentro de la vacuola, pudiendo albergar ésta mas de 100 taquizoitos. Tras la rotura celular, los
taquizoitos salen al medio extracelular y en pocas horas se iniciaran los mecanismos de

adhesién e invasion de nuevas células diana (Hemphill et al., 1996).



En la fase croénica, los taquizoitos se diferencian en bradizoitos formando los quistes
tisulares, que se localizan principalmente en el tejido nervioso de diversas especies tanto en la
infeccion natural como experimental (Dubey et al., 1988; Barr et al., 1992; Kobayashi et al.,
2001), aunque también se han encontrado quistes tisulares en tejido muscular esquelético de
perro y vaca con infecciones naturales (Peters et al., 2001a). Los mecanismos implicados en la
conversion del taquizoito en bradizoito, y por tanto en el paso de una fase de infeccién aguda a
una cronica, no han sido aclarados si bien estan siendo objeto de estudio en la actualidad. Los
bradizoitos en el interior del quiste tisular conservan su capacidad infectante durante periodos
de tiempo prolongados, al menos 1 afo, en el cerebro de ratones con infeccion experimental
(Lindsay Dubey, 1990).

1.4 Diversidad intraespecifica.

Desde 1988 se consiguiera el primer aislado de N. caninum (Dubey et al., 1988),
han sido relativamente numerosos los aislados obtenidos, en principio, las variables que definen
a cada aislado son: la localizacién geogréfica, la especie origen de la muestra (canina y bovina
fundamentalmente), el grado de desarrollo del animal (basicamente en bovinos: fetos, terneros
o animal adulto) y el tipo de muestra (cerebro o SNC en la mayoria de casos). Basandose en
estos parametros, han sido numerosos los trabajos que han estudiado las diferencias
intraespecificas de N. caninum, encontrando diferencias biolégicas, antigénicas y genéticas
(Lindsay Dubey, 1989, 1990, Lindsay et al., 1995b, McGuire et al., 1997, Buxton et al., 1998,
Atkinson et al., 1999, Shock et al., 2001, Quinn et al., 2002, Miller et al., 2002).

1.5 Transmisién

Como ya se ha sefalado, N. caninum es un protozoo Apicomplexa, estrechamente
relacionado con T. gondii y que presenta grandes similitudes en su ciclo biolégico y sus modos
de transmision. Aunque, como hemos visto, N. caninum tiene un amplio espectro de
hospedadores, la gran importancia que tiene la neosporosis bovina ha sido causa de que la
mayor parte de los estudios estén referidos a esta especie. Sin embargo, es probable que
muchas de las conclusiones obtenidas en el ganado bovino sean extrapolables al resto de
hospedadores intermediarios.

1.5.1 Transmision vertical.

La importancia de este modo de transmision en la epidemiologia de la neosporosis

es dependiente de la especie animal. En este sentido, es un hecho admitido que la



transmision vertical via transplacentaria es el principal modo de infeccion en el ganado bovino.
La ausencia de variaciones en las tasas de prevalencia entre los diferentes grupos de edad y la
deteccién de anticuerpos precalostrales frente a N. caninum en el suero de terneros nacidos de
vacas seropositivas (Davison et al., 1999; Hietala Thurmond, 1999), sugieren la idea de que la
transmision vertical via transplacentaria juega un papel muy importante en la propagacion y
mantenimiento de la neosporosis bovina (Bjoérkman et al., 1996; Paré et al., 1996; Anderson et
al., 1997; Schares et al., 1998).

Una vez adquirida la infeccién (en el utero o desde el medio) las hembras permanecen
infectadas, probablemente de por vida, y pueden transmitir la infeccidon a su descendencia en
distintas gestaciones, consecutivas 0 no, con porcentajes que oscilan entre el 50% y el 95%
(Wouda et al., 1998; Davison et al., 1999; Pereira-Bueno et al., 2000). La transmision vertical
via transplacentaria se produce tanto en animales en los que no se observa patologia abortiva
como en aquellos que han abortado (Dubey Lindsay, 1996), y se ha demostrado
experimentalmente en el ganado bovino, en la oveja (Dubey Lindsay, 1990; McAllister et al.,
1996; Buxton et al., 1998), la cabra (Lindsay et al., 1995), el perro (Dubey Lindsay, 1989; Cole
et al., 1995), el gato (Dubey Lindsay, 1989), el mono (Barr et al., 1994), el cerdo (Jensen et al.,
1998) y el ratén (Cole et al., 1995).

La existencia de la infecciébn sélo en determinadas lineas familiares y la ausencia
aparente de transmision horizontal observadas en las explotaciones, indican que el parasito
puede transmitirse desde las madres infectadas a la descendencia durante varias generaciones
y que la infeccidon puede mantenerse en las granjas, donde la reposicién con ganado propio sea
la norma, en ausencia de un hospedador definitivo. Experimentalmente, se ha demostrado que
la transmision vertical en el ganado bovino, via calostro o leche, durante el periodo neonatal es
posible (Uggla et al., 1998; Davison et al., 2001). Sin embargo, este tipo de transmisién vertical
no ha sido demostrado en la naturaleza y no parece tener grandes repercusiones desde el
punto de vista epidemioldgico.

En lo que se refiere a la transmision de la infeccion mediante la transferencia de
embriones, Baillargeon et al. (2001), observaron que la infeccion por N. caninum no se detecté
en ninguno de los 70 fetos o terneros nacidos de vacas seronegativas, las cuales habian
recibido embriones de vacas seropositivas, mientras que 5 de 6 terneros procedentes de
embriones donados por madres seronegativas e implantados en madres seropositivas,
resultaron estar infectados por el parasito. Landman et al. (2002) confirmaron este hecho y
expusieron que la transferencia de embriones previene la transmision del parasito de vacas
donantes seropositivas a receptoras seronegativas. Barber Trees (1998), estudiaron en el perro
la importancia relativa de los distintos modos de transmisiéon. Para ello, investigaron la
seropositividad mediante IFI de perras naturalmente infectadas por N. caninum. Aunque en
estudios retrospectivos obtuvieron un 52% de cachorros seropositivos cuando éstos provenian

de perras seropositivas, en los estudios prospectivos se obtuvo tnicamente un 3% de cachorros



seropositivos nacidos de perras seropositivas. Los resultados finales determinaron que el 80%

de los cachorros nacidos de perras seropositivas no nacieron infectados.

Este estudio demuestra que la frecuencia de la transmisién vertical en perros
naturalmente infectados por N. caninum es variable, pero en cualquier caso es demasiado baja
para mantener por si sola la infeccion en la naturaleza. Por lo tanto, otras formas de

transmision, que impliquen infeccidn postnatal, han de estar presentes en esta especie.

1.5.2 Transmisién horizontal

El descubrimiento del perro como hospedador definitivo de N. caninum, puso de
manifiesto la posibilidad de transmisién horizontal de la infeccién, ya que este canido elimina
ooquistes con sus heces (McAllister et al.,, 1998; Lindsay et al., 1999). Posteriormente, se
demostré que los ooquistes son infectantes cuando se administran experimentalmente por via
oral a terneros (De Marez et al., 1999) y a vacas gestantes (Trees et al., 2002). Asi pues, la
infeccion postnatal en los hospedadores intermediarios puede tener lugar por ingestion de
ooquistes eliminados en las heces del hospedador definitivo que contaminarian el alimento
(pastos, forrajes y piensos almacenados) y el agua de bebida. Existen evidencias

seroepidemiolégicas que apoyan la teoria de la infeccién postnatal.

La presencia de seroconversion en rebafios bovinos, junto con la falta de asociacion
entre los resultados seroldgicos de la madre y de su descendencia sugiere la existencia de
infeccion postnatal, en la cual podria estar implicado el perro (Paré et al., 1996; Davison et al.,
1999; Dijkstra et al., 2001). Por otra parte, diversos estudios han sugerido la existencia de una
relacién entre la presentacién de aborto epidémico por neosporosis bovina en algunos rebafios
y una exposicion puntual a una fuente de infeccién externa, sefialando la presencia del perro en
el rebafio como un factor de riesgo implicado en la presentacion de brotes de aborto asociados

a la infeccion por N. caninum (Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999; McAllister et al., 2000).

La transmisién venérea del pardsito via semen también podria ocurrir, ya que
recientemente se ha descrito la presencia esporadica de ADN de N. caninum en semen fresco y
congelado procedente de sementales bovinos con infeccion natural crénica (Ortega-Mora et al.,
2003). Por el momento, las implicaciones epidemiolégicas de esta posible via de transmisién en
la epidemiologia de la neosporosis bovina se desconocen.

Los quistes con bradizoitos presentes en el hospedador intermediario se
encuentran principalmente en el tejido nervioso (cerebro y médula). En los quistes, los
bradizoitos conservan su capacidad infectante durante periodos de tiempo prolongados (al

menos 1 afio en cerebro de ratones con infeccién experimental) y son resistentes a la accion del



acido clorhidrico y la pepsina lo que indica que el carnivorismo podria contribuir a la transmisién

del parasito entre determinados hospedadores que participan en el ciclo bioldgico.

Por otra parte, diversos autores han sefialado la presencia de N. caninum en la placenta
(Shivaprasad et al., 1989; Barr et al., 1994; Bergeron et al., 2001), aunque, Unicamente, Dijkstra
et al. (2002), han demostrado, recientemente, que la ingestibn de placenta infectada
naturalmente por N. caninum podria ser un posible modo de transmision entre la vaca y el
perro. La infeccién postnatal en el perro, por lo tanto, tendria lugar por la ingestién de tejidos
infectados (restos de animales muertos, placentas o fetos abortados). Sin embargo, los fetos
bovinos infectados por N. caninum no parecen ser una via de transmisién (Bergeron et al.,
2001). Tampoco la leche o el calostro parecen ser fuentes de infeccion para el perro (Dijkstra et
al., 2001, 2002).

Ello parece ser debido a la presencia de taquizoitos en lugar de quistes en estos
productos. Ademés, dada la estrecha relacion filogenética entre N. caninum y T. gondii,
probablemente el perro desempefia en el ciclo biolégico de N. caninum el mismo papel que el
gato en el ciclo biolégico de T. gondii. Por lo tanto, otra posible forma de transmision para el
perro seria la ingestibn de ooquistes eliminados por el mismo o por otro perro.
Experimentalmente, se ha observado que la cantidad de ooquistes eliminados por los perros
después de la ingestién de tejidos infectados es muy baja, y su presencia en perros
naturalmente infectados, se ha descrito en pocas ocasiones (Basso et al., 2001; Slapeta et al.,
2002; McGarry et al., 2003). Sin embargo, la cantidad de ooquistes aumenté sensiblemente
cuando los perros eran alimentados con tejidos de vacas experimentalmente infectadas
(Gondim et al., 2002). Por otra parte, apenas se conoce la frecuencia de eliminacion de los
ooquistes, aunque McGarry et al. (2003), sefialaron que los perros podian eliminar ooquistes en

mas de una ocasion.

Recientemente, se ha descrito al coyote como hospedador definitivo (Gondim et al.,
2004). Sin embargo se desconoce la importancia de este hecho en la epidemiologia de la
neosporosis. También se ha investigado la eliminacién de ooquistes en zorros, y sélo en uno de
los estudios se ha logrado su identificacion en heces (McGarry et al., 2003). Por otro lado, se
han detectado anticuerpos anti- N. caninum en el zorro (Schares et al.,2001; Almeria et al.,
2002), el coyote (Lindsay et al., 1996a) y el dingo (Barber et al.,1997). En este sentido, hasta el
51% de 300 zorros alimentados con carne cruda de origen bovino, presentaban anticuerpos
anti- N. caninum (Trees Williams, 2000), sin embargo son necesarios mas estudios para
determinar la importancia real de estas especies animales en la epidemiologia de la

Neosporosis.

La gran importancia econdmica de la neosporosis bovina ha provocado que la mayoria

de las investigaciones se hayan centrado en el ganado vacuno. También sucede asi en el



estudio de la patogenia, en donde las referencias a otras especies domésticas son

practicamente inexistentes.

1.6 Sintomatologia

En el ganado bovino adulto, y en ausencia de sintomatologia en el macho, el aborto es
el Unico signo clinico observado en las hembras gestantes infectadas. En los rebafios
seropositivos, los abortos pueden producirse en cualquier época del afio y presentarse de forma
esporadica, endémica o en forma de brotes epidémicos, pero sin sintomas previos de
enfermedad. El aborto puede llegar a aparecer tanto en novillas como en vacas. La fertilidad

después del aborto no esté afectada y los animales salen en celo normalmente.

Entre el 5 y el 6% de estos animales pueden abortar de nuevo, produciéndose la
repeticion del aborto durante la gestacion siguiente o en otras posteriores (Anderson et al.,
1995; Wouda et al., 1998). Como se ha sefialado previamente, el aborto repetido por
neosporosis en el mismo animal se produce en muy pocas ocasiones (menos del 5%), sin
embargo, la transmisién repetida de la infeccion desde las madres infectadas a la descendencia
es frecuente.

La infeccién fetal puede producirse en cualquier momento de la gestacion, pero las
consecuencias para el feto son mas graves al comienzo de ésta (figura 3). En los primeros
momentos de la gestacion, la neosporosis puede ocasionar la muerte del embrién o del feto en
el atero y su reabsorcion. Generalmente, el aborto tiene lugar entre el 3er y el 9° mes de la
gestacioén, siendo més frecuente en torno a los 4-7 meses (Anderson et al., 1995; Moen et al.,
1998; Campero et al., 1998; Sager et al., 2001). La infeccién del feto no siempre provoca la
muerte del mismo y, en ocasiones, se produce el nacimiento de terneros congénitamente
infectados con sintomatologia nerviosa, los cuales probablemente moriran dentro de las cuatro

primeras semanas de vida (Dubey Lindsay, 1996).
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Figura 3.- consecuencias clinicas de la neosporosis bovinas.

En estos animales que nacen vivos, los primeros signos clinicos aparecen,
frecuentemente, a los 4-5 dias del parto o pueden retrasarse hasta 2 semanas. La casuistica de
la neosporosis congénita clinica es reducida. Estos animales suelen presentar problemas
neuromusculares muy variables -desde incoordinacion ligera hasta pardlisis completa-,
debilidad y dificultad para levantarse. Los miembros anteriores y/o posteriores estan flexionados
o hiperextendidos y el examen neuroldgico revela ataxia, disminucién del reflejo patelar y
pérdida de coordinacion (Barr et al., 1991; Barr et al., 1993). En ocasiones hay exoftalmia,
posicion asimétrica de los ojos y otras deformaciones asociadas con la lesién de las células
nerviosas embrionarias (Bryan et al., 1994). La infeccidon congénita subclinica parece ser mas
frecuente, produciéndose el nacimiento de terneros clinicamente sanos aunque infectados en el
utero (Anderson et al., 2000).

La mayor parte de los casos graves de neosporosis canina aparecen en animales

jovenes, principalmente cachorros congénitamente infectados. (Dubey, 1999 y 2003).

Estos animales desarrollan paresia de los miembros posteriores, que evoluciona
progresivamente hacia una paralisis. Los miembros anteriores estan menos afectados que los
posteriores que llegan a presentar hiperextension rigida (Cuddon et al., 1992; Barber Trees,
1998). También pueden aparecer otros sintomas como la dificultad en la deglucién, la pardlisis
mandibular (Hay et al., 1990), la flaccidez muscular, la atrofia muscular e incluso el fallo

cardiaco. Los perros con paresia posterior pueden llegar a vivir meses. La enfermedad puede



ser localizada o generalizada, y cualquier tejido puede estar afectado, incluida la piel. La

neosporosis puede afectar a perros de cualquier edad.

Las perras infectadas subclinicamente pueden transmitir el parasito a los fetos pudiendo
nacer infectadas camadas sucesivas. Sin embargo, no se ha descrito la presencia de aborto en

la infeccion natural del perro.

1.7 Lesiones

En el ganado bovino, las lesiones se localizan, principalmente, en el feto abortado y en
la placenta. Los animales adultos, aunque infectados, no manifiestan alteraciones
anatomopatoldgicas evidentes. Como ya se ha sefialado, el aborto es el signo clinico méas
caracteristico de la neosporosis bovina. Los fetos pueden aparecer totalmente autoliticos o
momificados, siendo esta Ultima presentacion relativamente comun en los abortos causados por
este parasito. En ocasiones, se observan, (nicamente, restos del esqueleto 6seo del feto ya
gue los otros tejidos pueden ser reabsorbidos en el (tero. La placenta suele ser eliminada con
el feto abortado, sin que exista retencion. Alrededor de un 50% de los casos de neosporosis
presentan alteraciones inespecificas en la placenta, que se caracterizan por la presencia de un

moderado edema y de pequefios focos blanquecinos de necrosis en los cotiledones.

Las lesiones mas caracteristicas se van a presentar en los fetos abortados. Las
alteraciones macroscopicas son raras y suelen presentarse en la musculatura, tanto esquelética
como cardiaca, en forma de pequefias areas blanquecinas que profundizan a la seccion.
MicroscOpicamente, las alteraciones que aparecen en el feto son altamente especificas de esta
infeccion, siendo el estudio histopatolégico de los fetos abortados uno de los principales
métodos de diagnostico. Estas lesiones, como ya se ha sefialado, van a tener una naturaleza
inflamatoria y degenerativa (focos de necrosis) y, virtualmente, pueden aparecer en cualquier
o6rgano o tejido fetal, aunque por frecuencia de aparicion destacan el SNC, el corazén, el
musculo esquelético y el higado. En otros érganos como el rifién, el pulmén, el pancreas o las
glandulas adrenales también se han encontrado lesiones asociadas a esta parasitosis (Barr et
al., 1991; Rogers et al., 1993).

En el SNC, este parasito invade de forma activa neuronas y astrocitos, provocando
trastornos neuromusculares graves por la destruccién de estas células nerviosas. También
estan afectados los nervios craneales y espinales por lo que la transmisién del impulso nervioso
esta alterada (Mayhew et al., 1991; Dubey de Lahunta, 1993).

La lesibn mas caracteristica es una encefalomielitis no purulenta de distribucion
multifocal. Ocasionalmente, se ha observado la formacién de granulomas alrededor de los

quistes tisulares y bradizoitos en degeneracion (Dubey et al., 1990; Mayhew et al.,, 1991).



Esporadicamente, pueden apreciarse manguitos perivasculares de células mononucleares
alrededor de estas lesiones. En el corazon, la alteracion tipica es una miocarditis que

puede variar desde focal a difusa (Wouda et al., 1996).

En el resto de 6rganos, y aunque en principio todos son susceptibles de presentar
lesiones, éstas aparecen con menos frecuencia. El higado presenta una hepatitis no purulenta
(Barr et al., 1990; Wouda et al., 1996, 1997).

Con menor frecuencia, pueden detectarse infiltrados inflamatorios semejantes a los
descritos en otros érganos como el pulmadn, el rifién, el pancreas o la glandula adrenal. En los
ganglios linfaticos Unicamente se observa una hiperplasia reactiva, con presencia de foliculos
linfoides prominentes. N. caninum es detectado casi exclusivamente en las lesiones del SNC.
Con mucha menos frecuencia aparece en el corazén. En el resto de los érganos afectados es
mas dificil encontrar al parasito. En muchas ocasiones, son necesarias secciones seriadas del

tejido para poner de manifiesto al agente, alin en presencia de lesiones evidentes.

Pueden aparecer taquizoitos asociados a las zonas de necrosis del SNC en nimero
escaso dificilmente identificables sin la ayuda de técnicas inmunohistoquimicas. 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. Recientemente, Peters et al. (2001), han detectado quistes tisulares en
tejido muscular de animales con infeccidn natural. Las técnicas inmunohistoquimicas, utilizando
anticuerpos especificos frente a N. caninum, son también de gran ayuda en la identificacion de
los quistes.

Las lesiones aparecidas en los terneros nacidos con neosporosis clinica congénita se
van a localizar principalmente en el SNC. Macroscépicamente, pueden observarse areas de
malacia, con o sin hemorragia, semejantes a las descritas en los fetos abortados. Estas
lesiones se localizan sobre todo en la médula espinal, que también puede presentar
malformaciones (Barr et al., 1991; Bryan et al.,, 1994). MicroscOpicamente, se aprecia
encefalomielitis no purulenta, manguitos perivasculares, focos de gliosis, vacuolizacién del
neurdfilo y la degeneracion walleriana de los axones con presencia de esferoides. Diferentes
partes de la musculatura pueden presentar atrofia. En estos terneros no es extrafio observar
taquizoitos y quistes parasitarios en los tejidos, tanto en el encéfalo como en la médula espinal,

asociados 0 no a zonas lesionadas.

Las lesiones encontradas en el perro durante la necropsia consisten en la aparicién de
decoloraciones rayadas grises amarillentas en los musculos atrofiados y dermatitis exudativa
(Dubey, 1999). Histologicamente, en el SNC se aprecia encefalomielitis granulomatosa
multifocal parcialmente supurativa en asociaciéon con necrosis focal, gliosis, proliferacion

vascular y manguitos perivasculares. Se han descrito quistes tisulares en cerebro, nervios



craneales y médula espinal. Asi mismo, se observan lesiones inflamatorias en la musculatura
esquelética. También puede aparecer inflamacion en el ojo (coroiditis del cuerpo ciliar), corazén,

higado, bazo, rifién y glandulas adrenales.

-

Figura 4.- lesiones en fetos por neospora

1.8 Neosporosis en perros

La Neosporosis se reconocié por primera vez en perros en Noruega por Bjerkas y
otros. (1984). Visto de manera retrospectiva, el primer diagnostico de la neosporosis en los
perros fue en un brote en 1957 en los EE.UU. (Dubey et al., 1990).

Los informes de los examenes clinicos y las infecciones subclinicas en varias partes del
mundo fueron resumidos por Dubey y Lindsay (1996) y Lindsay y Dubey (2000), y los reportes
de los anticuerpos a N. caninum se han notificado en diversos estudios realizados asi, de
121 de 320 (37,8%) perros procedentes de la Argentina (Basso. , 2001), 22% de 200 perros
procedentes de Nueva Zelanda (Reichel. , 1998), 10 % De 150 perros procedentes de Turquia
(Coy skun., 2000), el 6,7% de 163 perros procedentes de Brasil (Mineo. , 2001), el 10% de 500
perros y 25% de 611 perros procedentes de Brasil (Gennari . , 2002), el 6,4% de los 1.058
perros de Italia (Cringoli . , 2002), y en el 12. % De los 120 perros de zonas urbanas y 26% de
81 perros rurales de Chile (Patitucci., 2001). Klein y Miller (2001) informan anticuerpos de
N.caninum en el 4% de 50 perros en Alemania, sin signos clinicos y el 13% de 200 perros con
signos clinicos. Asi también Los anticuerpos a N. caninum se encontraron en el 21,6% de 134
perros de ganado en Parana, Brasil (de Souza y otros., 2002). Tres estudios compararon la
prevalencia de N. caninum en perros urbanos y rurales. Sawada. (1998) informan la
prevalencia de anticuerpos de N. caninum en el 31% de 48 perros. Asi mismo en granjas
lecheras. El 7% de 198 perros de las zonas urbanas de Japon.

Wouda., (1999 ), informan una mayor prevalencia en perros de granja (23,6% de 152)

frente a los perros de zonas urbanas (5.5% de 344) en los Paises Bajos.



Basso., (2001), informé sobre una mayor seroprevalencia en perros de explotaciones
lecheras (48% de 125) y las explotaciones de carne de vacuno (54,2% de 35) que en los perros
de las zonas urbanas (22,2% de 160) de la Argentina. Ademas de las infecciones clinicas
resumidas por Dubey y Lindsay (1996), Lindsay y Dubey (2000), Boydell y Brogan (2000),
Cantile y Arispici (2002) inform6 de neosporosis clinica neurolédgica en los perros. Dubey (2000).

Cuatro casos de neosporosis cutanea e infeccion mixta con Leishmania sp. Informan
Boydell y Brogan (2000) Barber y Trees (1998) informan de una interesante seroepidemiologia
de infecciones de N. caninum en 373 en una cria de perros en Reino Unido en donde (13,4%)
de 373 perras mostraron un titulo de IFAT> 1:50. aproximadamente el 50% de las crias nacidas
eran seropositivas, y el 25% de las crias nacidas de madres seropositivas desarrollaron
neosporosis. Tres perras dieron sucesivas camadas de cachorros infectados por N. caninum. ,
la transmision vertical por si sola no puede mantener el parésito en el perro (Barber y Trees.,
19988). Dubey., (2005).

Los casos graves de neosporosis se producen en perros jévenes, infectados
congénitalmente desarrollando una paralisis progresiva. Los signos neurolégicos son
dependientes en el sitio parasitado. Las extremidades traseras son mas afectadas que las
extremidades anteriores mostrando una hyperextention. Otras disfunciones que se producen
incluyen dificultad en la deglucién, pardlisis de la mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular
e incluso insuficiencia cardiaca. los perros con paralisis puede ser una alerta de esta

enfermedad.

La enfermedad puede ser localizada o generalizada y practicamente todos los 6rganos
pueden estar implicados incluyendo la piel. La dermatitis puede ser grave. Los perros de

cualquier edad pueden ser afectados.

La neosporosis fatal se ha informado en perros de diferentes edades, perras
infectados puede transmitir el parasito a sus fetos, y en sucesivas camadas de la misma perra
puede nacer infectadas. No se conoce si hay predisposicion de raza, sexoy susceptibilidad a

la neosporosis en los perros. (Dubey, Schares G, Ortega-Mora., 2007).

La mayoria de los casos se han descrito en el Labrador retrievers, Boxers, Greyhounds,
Golden retrievers, y Basset sabuesos. Neospora caninum ha sido aislado en varias ocasiones
de los perros, en su mayoria de los perros con signos neuromusculares. Estudios
epidemiolégicos de coprologia parasitaria en perros, son pocos los que se han realizados y

sobre todo en establos lecheros en donde la serologia es positiva. (Dubey., 2005).



Il.- Objetivos

Evaluacién de tres técnicas coprologicas para la determinacion de Occistos u ooquistes de
Neospora caninum en perros de establos de la Comarca Lagunera.

[Il.-REVICION DE LITERATURA

REICHEL., ELLIS., DuBEY.,(2007). Reportan  que el perro como
hospedador definitivo de Neospora caninum, en donde en muchas partes del
mundo, la infeccion es relativamente comudn segun lo determinado por
serologia. Informes de seroprevalencias normalmente van de 0 a 20 por
ciento, sin embargo, los informes de los perros afectados clinicamente son poco
frecuentes. Los Perros afectados son por lo general menores de seis meses
de edad y presentan predominantemente signos de una creciente paralisis de
extremidades asociados con lesiones como polyradiculoneuritis granulomatosa
polimiositis, aunque cualquier érgano puede verse afectado, las infecciones son
mas comunes en el sistema nervioso central, los musculos, los pulmones y la

piel.

El diagnéstico ante mortem es dificil, pero la serologia y citologia puede
ayudar al diagnéstico. El diagnéstico puede ser confirmado por la histologia, la
inmunohistoquimica, o con la utilizacion de técnicas moleculares en el material
de biopsia, 0 en examenes post mortem. Los ooquistes Neospora caninum rara

vez se encuentran en las heces y debe diferenciarse de ooquistes de las



coccidias como Hammondia heydorni y T.gondii. Hammondia heydorni puede
causar diarrea en perros inmunodeprimidos. La Neosporosis se debe
sospechar en jévenes cachorros con una pardlisis ascendente de la piernas.
La alimentacion con la carne cruda es un factor de riesgo potencial para la

infeccién de los perros.

Schares G, et al., (2005). Del Instituto federal de investigaciones de
epidemiologia Friedrich-Loeffler.,, Wusterhausen, Alemania, en su articulo
(Oosistos de Neospora caninum, Hammondia heydorni, Toxoplasma gondii y

Hammondia hammondi en las eses de los perros colectadas en Alemania).

Reportan el diagnéstico en Muestras fecales de 24.089 de perros que
fueron examinadas coproparasitoscopicamente en dos laboratorios veterinarios
en Alemania entre marzo de 2001 y octubre de 2004, con resultados de 47
perros positivos a ooquistes de 9-14 micras de tamafio. Su morfologia era
similar a los de Hammondia heydorni y Neospora caninum. Dando de esa forma
la manera de desarrollar criterios para una identificacion preliminar de N.
caninum en las heces del perro en base al estudio de como arrojar huevos
enquistados naturalmente infectados por un perro y la Neospora caninum NC -
1 no se pueden distinguir, y se describe la transmision de los experimentos con
Hammondia heydorni con  ooquistes aislados en 1996 de un perro
naturalmente infectado. El aislado fue designado como H. heydorni - Berlin -
1996. El examen de sueros de huéspedes intermediarios infectados mostraron
inmunidad a las reacciones que se asemejan a los patrones observados
después de Neospora caninum NC - 1 infeccion. Ademas, el estudio demuestra
claramente que N. caninum puede ser facilmente transmitida por los perros que
han ingerido exclusivamente musculos esqueléticos de huéspedes
intermediarios infectados. Por lo tanto, el estudio tiene consecuencias en cuanto
a las recomendaciones para los ganaderos para prevenir la transmision
postnatal, de N. caninum para el ganado. Indica que la alimentacion de
cualquier tejidos de los posibles huéspedes intermediarios (incluyendo ovejas,
cabras, roedores) pueden inducir el derramamiento de ooquistes por los perros

y por tanto, suponen un riesgo para la infeccion postnatal de los animales. Con



respecto a la morfologia de ooquistes y la infectividad de los tejidos musculares,
no se observaron diferencias en comparacion con las observaciones realizadas
en el pasado sobre Isospora bigemina / |I. Heydorni / H. Heydorni. Por lo tanto,
estudios anteriores realizados sobre I. bigemina / I. Heydorni / H. Heydorni
tienen que ser reevaluado criticamente para determinar si han incluido N.
caninum u otros protozooarios parasitos que utilizan perros como huéspedes
definitivos por su parecido a la morfologia de ooquistes de I. bigemina .

Heydorni , H. Heydorni.

En China la primera identificacién de infeccion por Neospora caninum en los tejidos de
fetos abortados en vacas. De los fetos abortados se obtuvieron muestras de suero y 16
muestras las cuales 12 tenian altos titulos de anticuerpos en suero a N. caninum,
determinandose mediante la prueba de ELISA La Nc - 5 gen de N. caninum fue amplificado a
partir de muestras de ADN extraidas de los cerebros de cuatro fetos abortados utilizando un
Neospora especificos de ensayo de PCR, lo que confirma la infeccion por N. caninum en los
fetos abortados. Histologia e inmunohistoquimica se mostraron quiste en 25 p m de didmetro
en el cerebro de un feto. Encefalomielitis, no supurativas se observaron, en las lesiones
hepéticas se observo la infiltracién de linfocitos y hemorragia también, asi como en el corazon y
pulmoén del feto. Con esto, nos han confirmado por primera vez la infeccién de N. caninum en

fetos abortados de animales bovinos en la Republica Popular de China.

Gondim y McAllister .,Del departamento de parasitologia veterinaria, colegio de medicina

veterinaria y la universidad de lllinois de estados unidos, en el afio 2004, reportan un
experimento en cuatro coyotes cachorros en cautiverio les dieron a consumir tejidos de
terneras infectadas con Neospora caninum. Las heces se analizaron a partir de 4 dias antes de
28 dias después de la infeccién. Una de las crias arrojo oocitos similares, con pruebas de PCR
dieron positivas a N. caninum y negativos para Hammondia heydorni. y determinan que los
coyotes son el segundo hospedador definitivo de N. caninum, después de los perros. En
América del Norte, la ampliacién de nacimientos de coyotes aumenta la probabilidad de
contacto con el ganado doméstico. Para reducir el riesgo de transmision de N. caninum en la
cria intensiva de ganado, se recomienda la proteccion de los piensos utilizando vallas, y llevar a

cabo una cuidadosa eliminacion de animales muertos.

IV.-MATERIALES Y METODOS

4.1 Descripcion del sitio experimental



La Comarca Lagunera esta situada en la parte central de la porcion norte de los
Estados Unidos Mexicanos. Se encuentra ubicada entre los meridianos 102° 22" y 104° 47°
longitud oeste y los péarelos 24° 22" y 26° 23" latitud norte, la altura media sobre el nivel de el
mar es de 1139 mts. Cuenta con una extension montafiosa en donde se localizan las areas

agropecuarias y urbanas.

La topografia de la comarca lagunera que en términos generales es plana y de
pendientes suaves que varian de 0.2° a 1.0 mst. Por km., generalmente asi el norte y el
noroeste. Esta conformada por parte de los estados de Coahuila y Durango y debe su nombre a
los cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios, el Nasas y el Aguanaval, hasta
antes de la construccion de las presas Lazaro Cardenas y Francisco zarco, que en la actualidad
regulan sus afluentes. La laguna, como cominmente es conocida la regién, esta integrada por
16 municipios, 11 del estado de Coahuila y 5 del estado de Durango (INEGI, 1994, INEGI
1998).

Este proyecto se realizo en establos ubicados en la regién lagunera comprendiendo el
municipio de Gdmez Palacio y los municipios de Matamoros y Viesca Coahuila.

Este proyecto se realizo en establos ubicados en la regién lagunera comprendiendo el

municipio de Gomez Palacio y los municipios de Matamoros y Viesca Coahuila.
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Figura 5.- mapa de la comarca lagunera
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4.2.1 Toma de muestras

Como la informacién exacta del numero total de la cantidad de perros no existe, se
toman muestras completamente al azar de diversos establos, de heces de perros que conviven
dentro y a los alrededores de los establos entre los que destacan por citar algunos, Establo el
milagro, carretera Torre6n-El milagro k-6 Clima arido, Establo el faro, Carretera Torredn-
mieleras k-16 Clima arido. Granja las Carmelas carretera torre6n-Gémez P Clima arido., los
perros muestreados no deberan tener antecedentes de desparasitacion contra pardsitos

gastrointestinales pero algunos podran mostrar signos de desnutricion marcada.



Los muestreos se realizaron durante el periodo Abril — Septiembre, del 2007.

Las muestras de material fecal fueron recolectadas en bolsas de
polietiieno de los establos y sus alrededores. Se realizo 1 muestreo
longitudinal, identificando con la direccion sexo, raza, edad, las heces de los
perros a evaluar, se mantuvieron en refrigeracion, para ser transportadas a el
laboratorio de parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna, donde se realizaron la las 3 técnicas de flotacion, Sol.
Glucosada, Sol, salina Método de Concentracion Eter — Formol, se

recolectaron 150 muestras.

El procesamiento de las heces se realizo en su mayoria inmediatamente después de
su coleccién y aquellas muestras que no se lograron procesar en el dia, fueron examinadas

en todos los casos dentro de las 48 horas posteriores.

Cada muestra fue procesada por el Método de Concentracion Eter-Formol
(MCEF) .y las técnicas de flotacion con Sol. Glucosada, y Sol, salina

4.3 Método de Concentracion Eter — Formol

Las muestras preservadas con el fijador fueron homogenizadas con
formol adicional dependiendo de la cantidad y viscosidad de la muestra. Se
tamizo a través de dos capas de gasa en un tubo de centrifuga cénico de 15 ml,
completandose con formol hasta 10 ml, luego de lo cual fue centrifugada a 2500
r.p.m. por 10 minutos para obtener de 0.5 a 1ml de sedimento. Se decanta el

sobrenadante.

Posteriormente se agrega NaCl al 0.09% hasta completar un volumen de
10ml y se centrifuga a 2500 r.p.m. por 10 min. Se decanta obteniéndose un
sedimento de aproximadamente 1ml. Se adiciona formol al 10% hasta 5ml y
acetato de etilo hasta completar un volumen de 10 ml, agitandose
vigorosamente la mezcla por 30seg. Se emplea acetato de etilo como sustituto
del éter, debido a que es menos inflamable, de menor costo y menos dafino

para su uso en el laboratorio y porque se ha demostrado que no se presentan



distorsiones ni alteraciones en la morfologia de los huevos, larvas o quistes de
las muestras estudiadas.

Se centrifuga por 10 min. Resultando 4 capas: una cantidad pequefia de sedimento en el fondo
del tubo, una capa de formol, un tapdn de detritus sobre la capa de formol y una capa de
acetato de etilo en la superficie. El tap6n de detritus se elimina desprendiéndola por medio de
una bagueta. Se decanta todo el sobrenadante y se colocan gotas del sedimento con una pipeta
en dos laminas, a las que se les agrega lugol y solucién salina, respectivamente. Finalmente las
laminas portaobjetos serdn cubiertas con laminillas de celofan y observadas al microscopio
oOptico. Las otras técnicas fueron la técnica de concentracién de solucion glucosada y la técnica

de saturacioén con cloruro de sodio

Acetato de etilo

Restos fecales y grasa

Formalina

Sedimento (Parasitos)

Figura 6.- material utilizado.
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Bolsas de plastico

Refrigerantes de uso farmacéutico
Tamiz

Colador de 32 mallas/cm.

Cedazo

Tubos de ensaye de base céncava
Pipeta Pasteur de extremidad curva
Microscopio

Porta objetos y cubreobjetos
Centrifuga

Cubro bocas

Guantes de latex

Mortero

Abate lenguas

Gotero
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Agua destilada
Lugol

Solucién  saturada
de sal

Solucién glucosada
AzUcar

Eter

Formol

Acetato de etilo

BIOLOGICOS

» perros

Cuadro I.- material y reactivos utilizados

4.4 Andlisis estadistico:

El muestreo se llevo acabo en forma aleatoria,

Para el andlisis estadistico de los datos fue por las siguientes formulas:

E=[1-(1-a)1n][N-1[(n-1)/2)]

Prevalecia = <E/N

Donde:

N= total de individuos en la poblacién.
E= PxN. En donde E es un numero probable de individuos afectados.
A = Nivel de confianza .
La prevalencia se refiere a la proporcidén de una poblacién que esta

afectada por una enfermedad en un punto dado del tiempo. La

prevalencia (P) de una enfermedad se obtiene con la siguiente férmula:

Prevalencia =

Los resultados se interpretaran en porcentaje

Numero de casos encontrados durante el periodo de estudio

El total de la poblacién en riesgo.

Algunas caracteristicas mostradas de Occistos de Neospora caninum




10 pm

A

Figura 7.- oocictos de neospora caninum.

V.- RESULTADOS

Tabla 1 Parasitos gastrointestinales diagnosticados en heces de perros en el laboratorio

de la UAAAN-UL

Parasito canino
(n-130)

No de heces (%)
Toxacara canis 0 00%
Toxacara leonina 0 00%
Toxacara cati 0 00%
Uncinaria stenocephala 0 00%
Spirocerca lupi 0 00%
Taenia spp. 0 00%
Dipylidum caninum 0 00%
Ancylostoma canino 0 00%
Trichuris vulpis 130 13.0%
Neospora caninum 0 00%




Total de muestras Positivas (+) a Negativas (-) Porcentaje %

130 N.caninum N.caninum N.caninum

..

Cuadro Il.- resultados estadisticos

VI.-DISCUSION.

El parasitismo gastrointestinal en perros de los establos y sus alrededores de la
comarca lagunera, son de interés por el grado de patologia que causan como la desnutricién,

diarreas y anemias, que se caracterizan cuando la signologia es clinicamente percebible.

En el presente estudio se encontré que el parasito Trichuris vulpis se mostr6 como la
Unica especie encontrada, cobrando interés por que la Tricuriasis es un indicador como factor
de Zoonosis en la cual se pone en riesgo la salud publica de las personas, especialmente para

los nifios.

Nuestros resultados coinciden en el porcentaje con los mostrados por: Ho, S y
Wuantanabe Y, en el afio 2005, en Taiwan, con una prevalencia para Trichuris vulpis de 13.
2%., y con los mostrados por Darela Blazius y Emrick, en el afio 2005, en Itapema, Santa

Catarina Brasil, mostrando para Trichuris vulpis una prevalencia del 13. 9%.

Difiriendo en porcentaje de prevalencia con los mostrados por Rodriguez y Denegri, en
el afio 2005, en el municipio Mar de Plata, Argentina, quienes obtuvieron un porcentaje para
Trichuris vulpis de 52. 19% y asi como también los mostrados por Andresiuk, M V Y Rodriguez
F., en la ciudad de Mar del Plata, Argentina, con un porcentaje para Trichuris vulpis, del 52.
20%.

De la misma forma nuestros resultados difieren con los mostrados por Unlu H, y Eren
H., en el afio 2007 en Ayedin Turquia, y Senlik B. et al., en el afio de 2006 en bursa Turquia, asi
como Yacub Ht., et al.,, en 2006, en Debre Zeit Etiopia, con un 1. 5%, 2. 9% y 3. 0%

respectivamente.



En estudios realizados en Yucatan México para tricuridiasis canina y otros parasitos
gastroentéricos, por Roger |. Rodriguez-Vivas, Ligia A. Cob-Galera, José L. Dominguez-Alpizar.

Dieron a conocer un 7. 35% para Trichuris vulpis de 993 muestras analizadas.

Nuestro trabajo determina el hallazgo y la presencia de huevecillos de Trichuris vulpis
siendo estos de gran interés como indicadores de zoonosis sin embargo el objetivo del
presente trabajo fue la evaluacién de tres técnicas coprologicas para el hallazgo y
determinacion de Occistos de Neospora caninum, habiéndonos encontrado con una prevalencia

nula en estos animales en este periodo de la prueba y con esta metodologia.

En consideracion a nuestro resultado se debe hacer mencién de tomar en cuenta que
en el caso de Neospora la ausencia de Occistos en las heces fecales de los perros pudo
haberse debido a las medidas profilacticas y terapéuticas tomadas por los propietarios de los
establos en cuanto a la practica de desparasitar continuamente a los perros o bien al poder de
la capacidad adaptativa de los taquizoitos de N. caninum en ausencia de reproduccién sexual,

y a la variabilidad de comportamiento de distintas cepas del parasito

Estudios realizados sugieren tomar en cuenta, por otra parte, la teoria del “trinquete de
Muller” (High, 1978), el cual predice que los organismos con reproduccion asexual (caso del
taquizoito de N. caninum) tendrian problemas para propagarse indefinidamente en el tiempo, si
carecen de grandes mecanismos reparadores genéticos. Este fendmeno es mas intenso
cuando el numero de individuos que componen la poblacion inicial es bajo, tal y como ocurre en
el momento de la transmision en muchos patégenos. El fenémeno llega a ser crucial cuando el
microorganismo patégeno utiliza, principalmente, el modo de transmision vertical (Bergstron et
al., 1999) como sucede en el caso de N. caninum en la especie bovina (Bjérkman et al., 1996;
Paré et al., 1996; Anderson et al., 1997; Schares et al.,, 1998). Uniendo ambos conceptos,
parece razonable plantear el interrogante de si N. caninum en su propagaciéon en el ganado
bovino, predominantemente asexual, no “necesitaria” intercalar periodos sexuales para evitar el
efecto del “trinquete de Muller”. Por ello, conocer si N. caninum es capaz de evitar el trinquete
en condiciones de asexualidad se plantea como una cuestion relevante desde el punto de vista

tedrico y préctico.

7.1 Trinquete de Muller

En genética evolutiva se conoce por trinquete de Muller (en honor a

Hermann Joseph Muller) al proceso por el que los genomas de una poblacion

asexual acumulan mutaciones perjudiciales de forma irreversible.



Muller propuso este mecanismo como teoria para explicar la evolucion del sexo.

Debe sefalarse que, aunque Muller propuso su trinquete para explicar el éxito

de la reproduccion sexual sobre la reproduccion asexual, el efecto puede no ser

comun en organismos que se reproducen asexualmente pero realizan otras

formas de recombinacion, y podria observarse en las partes del genoma de

organismos que se reproducen sexualmente pero no estan sujetas a

recombinacion.

7.2 Explicacion

La reproduccion asexual hace que los genomas se hereden como
bloques indivisibles, por lo que en cuanto los genomas menos mutados de una
poblacion asexual empiezan a portar al menos una (adicional) mutacion
perjudicial, no se puede esperar encontrar ningln genoma con menos
mutaciones en las generaciones futuras (excepto como resultado de una poco

probable retromutacion). En poblaciones sexuales, el proceso de la

recombinacion genética permite que los genomas de la progenie sean distintos
de los genomas de los progenitores. En particular, se puede generar progenie
con genomas con menos mutaciones a partir de genomas progenitores muy
mutados, aportandole al genoma de la progenie cromosomas progenitores sin

mutaciones o trozos de cromosomas Sin mutaciones.

Entre los protistas y procariotas existe una plétora de organismos

supuestamente asexuales. Cada vez se descubren mas de ellos que
intercambian informacion genética mediante una diversa variedad de
mecanismos. Por otro lado, se conoce con bastante seguridad que los genomas
de las mitocondrias y los cloroplastos no se recombinan y sufririan el efecto del
trinquete de Muller si no fueran tan pequefios. Efectivamente, la probabilidad de
gue los genomas menos mutados de una poblacion asexual terminen portando
al menos una (adicional) mutacion depende en gran medida de la tasa de
mutacion, y esta depende mas o menos linealmente del tamafio del genoma
(mas exactamente, del numero de pares de bases presentes en los genes
activos). Sin embargo, las reducciones del tamafo del genoma, especialmente

en parasitos y simbiontes, también pueden ser resultado de la seleccion directa




para deshacerse de los genes que han dejado de ser necesarios. Por tanto, un
genoma mas pequefio no es una indicacion segura de la accion del trinquete de
Muller.

En organismos de reproduccion sexual, cromosomas o regiones

cromosomicas no recombinantes (por ejemplo, el cromosoma Y mamiferiano)

también pueden sufrir el efecto del trinquete de Muller. Y, de hecho, esas
secuencias no recombinantes tienden a disminuir en tamafio y evolucionar
rapidamente. Sin embargo, esa evolucién rapida puede deberse también a la
incapacidad de estas secuencias de reparar el ADN mediante la reparacion
asistida por plantillas que, en la practica, es igual a un aumento de la tasa de
mutacién. Por tanto, no es facil atribuir esos casos de disminucién del genoma
y/o evolucién rapida tan solo al trinquete de Muller sensu stricto, es decir, a una
acumulacion acelerada de mutaciones perjudiciales que esta causada por una

incapacidad de generar progenie recombinante.

El trinquete de Muller se acelera en poblaciones mas pequefas y se
piensa que establece limites para el tamafio maximo de los genomas asexuales
y la continuidad evolutiva a largo plazo de los linajes asexuales (pero se piensa
gue algunos linajes asexuales son bastante antiguos: por ejemplo, los rotiferos

Bdelloidea parece que son asexuales desde hace 40 millones de afios).

Debe sefialarse ademas que se han propuesto una variedad de procesos

ecologicos y de genética de poblaciones para explicar el éxito de las formas

sexuales, y todavia no esta claro cual de ellos es verdaderamente crucial (ver

Evolucion del sexo y la hipotesis de la Reina Roja).
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