Rev Inv Vet Per12012; 23(4): 441-447

FRECUENCIADE ANTICUERPOS CONTRA Neospora caninumY
Toxoplasma gondii EN CANES CON SIGNOS CLINICOS DE AFECCION
NEUROMUSCULAR

FREQUENCY OF ANTIBODIES AGAINST NEOSPORA CANINUM Y TOXOPLASMA GONDII IN
Docs WIiTH CLinicAL SieNs oF NEUROMUSCULAR DISEASE

Nelson Ruiz R.%, Eva Casas A.'*, Francisco Suarez A.2, Diego Diaz C.3,
Viviana Fernandez P.

REsuMEN

Toxoplasma gondii y Neospora caninum son causantes de enfermedades
neuromusculares en canes. El objetivo de este estudio de Caso-Control fue encontrar la
asociacion entre la presencia de anticuerpos contra N. caninum y T. gondii en canes con
signos clinicos neuromusculares. Se colectd muestras de sangre a 96 y 120 canes con 'y
sin signos clinicos de afeccion neuromuscular, respectivamente. Los sueros se analiza-
ron con la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la deteccion de anticuerpos
(IgG), donde los sueros con fluorescencia completa del taquizoito en la dilucion 1:50
fueron considerados positivos. La frecuencia para T. gondii fue de 24.0 + 8.5% (23/96) y
de 3.3+ 3.1 (4/120) para canes con y sin afecciones neuromusculares, respectivamente, y
para N. caninum fue de 5.2 = 4.4 (5/96) y de 1.7 = 2.5 (2/120) para canes con y sin
afecciones neuromusculares, respectivamente. Se observo asociacion significativa entre
la afeccion neuromuscular y la presencia de anticuerpos anti-T. gondii, mas no asi con
anticuerpos anti-N. caninum.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum can cause neuromuscular disorders in
dogs. The aim of the Case-Control study was to determine the association between
antibodies anti N. caninum and anti-T. gondii in dogs with neuromuscular disorders.
Blood samples were collected in 96 and 120 dogs with and without clinical signs of
neuromuscular disorders respectively. Serum samples were analyzed by the indirect
immunofluorescence test (IFI) for the detection of 1gG antibodies, considering positive
the sera showing complete fluorescence of the tachyzoite in the dilution 1:50. The
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frequency for T. gondii was 24.0 + 8.5% (23/96) and 3.3 + 3.1 (4/120) for dogs with and
without signs of neuromuscular disorders, and for N. caninum was 5.2 + 4.4 (5/96) and 1.7
+ 2.5 (2/120) for dogs with and without signs of neuromuscular disorders, respectively.
There was a significant association between neuromuscular disorders and the presence
of anti-T. gondii antibodies but not in the case of the presence of anti-N. caninum

antibodies.

Keywords: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, dogs, neuromuscular disease,
indirect immunofluorescence, IgG antibodies

Toxoplasma gondii y Neospora
caninum son protozoarios apicomplexos con
ciclos bioldgicos heteroxenos que tienen una
distribucion mundial y afectan a una gran
variedad de especies animales. Los sistemas
gastrointestinal, respiratorio y neuromuscular
son afectados en los canes. Las manifesta-
ciones clinicas por problemas neuromus-
culares son similares por lo que, inicialmente,
las casos producidos por Neospora caninum
fueron confundidas con toxoplasmosis. No
obstante, aunque estas enfermedades son si-
milares, la toxoplasmosis parece ser mas fre-
cuente en gatos y la neosporosis en canes
(Dubey y Lappin, 1998).

Ambos agentes parasitarios tienen un
ciclo de vida del tipo predador (hospedero
definitivo) — presa (hospedero intermediario).
La reproduccion sexual ocurre en el predador
y la reproduccion asexual en la presa (Rojas,
2003). Los hospederos definitivos de N.
caninum son canidos como el perro domés-
tico (Lindsay et al., 1999) y el coyote (Gondim
et al., 2004), mientras que los hospederos
definitivos de T. gondii son el gato (Dubey
et al., 1970) y otros felinos (Jewell et al.,
1972). Ademas, los canes pueden actuar como
hospederos intermediarios y definitivos para
N. caninum (Dubey, 2003) y como hospede-
ros intermediarios para T. gondii (Lindsay et
al., 1996).

442

Ambos protozoarios tienen tres estadios
infecciosos: los esporozoitos en ooquistes
esporulados, los taquizoitos (de multiplicacién
rapida) y los bradizoitos (de multiplicacion
lenta) en quistes tisulares. Los ooquistes son
excretados con las heces, mientras que los
taquizoitos y bradizoitos se encuentran en los
tejidos de los hospederos intermediarios
(Dubey y Lappin, 1998).

Existen diversas clasificaciones para los
signos clinicos de la toxoplasmosis canina,
dependiendo de su localizacion en los siste-
mas respiratorio, neuromuscular, gastrointes-
tinal, 0 en una infeccion generalizada (Dubey
y Lappin, 1998; Rojas, 2003). En la
neosporosis canina, los signos clinicos son si-
milares a los de la toxoplasmaosis canina, pre-
dominando los problemas neurol6gicos y anor-
malidades musculares.

En el PerQ, se han realizado estudios
sobre la presencia de N. caninum en canes,
reportandose una seroprevalencia de 29% en
Chachapoyas (Horna et al., 2003), y de 19y
33% en canes de establos lecheros en el Va-
lle del Mantaro (Cornejo et al., 2004) y de
Lima (Del Campo et al., 2003). Asimismo,
investigaciones sobre la presencia de T.
gondii en el pais han sido realizadas en di-
versas especies de animales domésticos y
silvestres como cabras, ovejas, cerdos, mo-
nos, alpacas, llamas y vicufias, habiéndose
reportado recientemente una frecuencia de
36.5% de T. gondii en canes de Lima (Mo-
rales et al., 2008).
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En ese sentido, el objetivo del presente
estudio fue investigar acerca de la presencia
de anticuerpos IgG anti-T. gondii y anti-N.
caninum en canes con afeccion neuromus-
cular, asi como evaluar el tipo de asociacion
existente entre la presencia de afeccion
neuromuscular y la presencia de anticuerpos
IgG, proporcionando de esta manera un ma-
yor sustento a la decisién del clinico veteri-
nario en laampliacion de las posibilidades del
diagnostico diferencial para afecciones
neuromusculares.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de Caso-Control.
Como Caso se considerd a canes de dos o
mas meses de edad con dos 0 mas signos
clinicos neuromusculares, y como Control a
canes de dos 0 mas meses de edad sin sig-
nos o con un solo signo clinico de afeccion
neuromuscular. Se consideré como afeccion
neuromuscular los signos clinicos de mialgia,
nistagmo, ataxia, paresia, paralisis y convul-
siones.

Se colectaron muestras de sangre de
96 canes del grupo Casos y de 120 canes del
grupo Control en la Clinica de Animales Me-
nores de la Facultad de Medicina Veterina-
ria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (FMV-UNMSM), Lima, durante un
periodo de dos afios (agosto de 2006 a julio
de 2008). Las muestras se colectaron indis-
tintamente de la raza o sexo del animal. El
suero se separ6é mediante centrifugacion y
fue almacenado a -20 °C hasta su procesa-
miento con la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) en el Laboratorio de
Parasitologia de la FMV-UNMSM.

La prueba de IFI se realiz6 utilizando
un conjugado canino del laboratorio VMRD
(Pullman, WA-USA), siguiendo el protocolo
estandar (Sanchez et al., 2002). La muestra
se consider6 positiva al observarse fluores-
cencia completa del taquizoito, y negativa
cuando ocurri6 fluorescencia parcial (apical)
0 ausente.
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Se calculo la frecuencia relativa de
anticuerpos asi como el respectivo intervalo
de confianza para cada protozoario. Asimis-
mo, se evalud la asociacion entre la
seropositividad y el estado del animal (afec-
cion neuromuscular) mediante el célculo del
Odds Ratio para cada protozoario.

REsuLTADOS

La frecuencia de canes seropositivos a
T. gondii y con afecciones neuromusculares
fue de 24.0 + 8.5% (23/96), y en canes sin
afeccion neuromuscular fue de 3.3 £ 3.1%
(4/120). Asimismo, en el caso de N. caninum,
la seroprevalencia fue 5.2 + 4.4% (5/96) y
de 1.7 £ 2.5% (2/120) en canes con Yy sin
afeccion neuromuscular, respectivamente
(Cuadro 1).

Se encontrd una asociacidn significati-
va entre la presencia de afeccién
neuromuscular y presencia de anticuerpos
anti-T. gondii, siendo el Odds Ratio de 9.1
con un intervalo de confianzaentre 3.0y 27.4.
Asimismo, la asociacion entre la presencia
de afeccion neuromuscular y la presencia de
anticuerpos anti-N. caninum resulté en un
Odds Ratio de 3.24 con intervalo de confian-
zaentre 0.61y 17.29, indicando independen-
cia entre ambas variables.

Adicionalmente, se observo que mialgia
y ataxia fueron los signos clinicos mas fre-
cuentes en los animales seropositivos a T.
gondii y a N. caninum, y nistagmo en me-
nor nivel.

Discusion

La frecuencia de IgG anti-T. gondii en
canes con signos de afeccién neuromuscular
fue de 24.0 + 8.5%, valor estadisticamente
similar a las frecuencias halladas en Brasil
(Brito et al., 2002) y Argentina (Locatelli et
al., 2006; Venturini et al., 2007) en canes con
similares signos clinicos; sin embargo, no es
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Cuadro 1. Frecuencia de Toxoplasma gondii y Neospora caninum en canes segin la
presencia de afecciones neuromusculares (Lima, 2006-2008)

: Afeccion Canes Canes positivos

Protozoario
neuromuscular ~ muestreados (n) N.© % + |.C.1
. No 120 4 33+31

T. gondii )

Si 96 23 24.0+85
. No 120 1.7+25

N. caninum
Si 96 52+4.4

Y Intervalo de confianza del 95%

posible asegurar que cada caso haya sido
debido a una toxoplasmosis clinica, dada la
posibilidad de que los signos neuroldgicos sean
originados por otras infecciones (Brito et al.,
2002). No obstante, se ha planteado que la
magnitud de los titulos de anticuerpos en los
canes es indicadora de enfermedad clinica
(Locatelli et al., 2006).

La frecuencia de 1gG anti-T. gondii en
canes sin manifestaciones neuromusculares
(3.3 + 3.1%) se encontr6 por debajo de fre-
cuencias de 25 a 85% reportadas en otros
paises en canes sin signos clinicos
neuromusculares (Garciaet al., 1999; Aricapa
et al., 2003; Barbosa et al., 2003; Sedlak y
Bartova, 2006); sin embargo, esto depende
largamente de la distribucidon del paréasito, ya
que también hay reportes con frecuencias
similares a las del presente estudio (Lin, 1998).
Recientemente, se ha reportado una frecuen-
cia de 36.5% de T. gondii en canes sin sig-
nos clinicos de afeccion neuromuscular en
varios distritos de Lima (Morales et al., 2008).
Es posible que la baja frecuencia pueda de-
berse a que la gran mayoria de los canes eran
mascotas mantenidas dentro del hogar, con
menor probabilidad de tener contacto con
roedores y palomas, ademas de ser alimen-
tadas con concentrado (De Souza et al.,
2003).

La frecuencia de IgG anti-N. caninum
en canes con signos de afeccion neuromus-
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cular fue de 5.2 + 4.4%, similar a las fre-
cuencias obtenidas en otros estudios en ca-
nes con signos neurolégicos (Cheadle et al.,
1999; Mineo et al., 2001; Varandas et al.,
2001), aunque también se han reportado va-
lores inferiores (Locatelli et al., 2006;
Venturini etal., 2007).

Por otro lado, la frecuencia encontrada
en canes sin manifestaciones neuromus-
culares (1.7 + 2.5%) fue similar a otros re-
portes (Sawada et al., 1998; Wouda et al.,
1999) en canes mantenidos dentro de casas
en zonas urbanas. Las diferencias entre fre-
cuencias de seropositividad entre canes man-
tenidos dentro y fuera del hogar se deben a
que estos Ultimos tienen mayor probabilidad
de contacto con otras especies infectadas
(felinos, roedores y canidos silvestres) y los
canes de establos tienen un estrecho contac-
to con bovinos (Moore, 2005). Es asi, que en
canes de establos lecheros de la cuenca iz-
quierda del valle del Mantaro se encontr6 una
seroprevalencia de 19.4 £ 7% (Cornejo et
al., 2004) y en canes de establos lecheros
del valle de Lima de 32.7 £ 9% (Del Campo
et al., 2003).

Los signos clinicos més frecuentes en
animales con afeccion neuromuscular que
resultaron positivos a la prueba de IFI fueron
mialgia y ataxia. La mialgia podria deberse a
la multiplicacion excesiva de los protozoarios
en las células musculares, causando inflama-
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cion y dolor. Por otro lado, la ataxia se debe
principalmente a una lesion a nivel del siste-
ma nervioso central y es mencionada como
signo clinico frecuente en casos de
toxoplasmosis y neosporosis canina (Mineo
et al., 2001; Brito et al., 2002; Locatelli et
al., 2006).

La asociacidn significativa entre la pre-
sencia de IgG anti-T. gondii y afeccion
neuromuscular no concuerda con el reporte
de Varandas et al. (2001); sin embargo, esta
asociacion esté fuertemente ligada a la pre-
sencia de otros factores que causen signos
neuromusculares. La ocurrencia de determi-
nados signos clinicos depende principalmen-
te de la localizacion del parasito en el orga-
nismo hospedero. La afeccion neuromuscular
es una caracteristica comun entre ambas in-
fecciones protozoarias (Dubey y Lappin,
1998), dada su predileccion por los sistemas
nervioso y muscular. Dolor muscular (Barber,
1998; Pereira y Pérez, 2002), nistagmo
(Barber, 1998; Tarlow et al., 2005), ataxia
(Barber, 1998; Dubey y Lappin, 1998),
paresia, paraparesia, paralisis (Dubey y Lapin,
1998; Georgieva et al., 2006) y convulsiones
(Alvesy De Lima, 2004; Tarlow et al., 2005)
representan los principales signos clinicos de
enfermedad neuromuscular descritos para
Toxoplasma gondii y Neospora caninum.

En el presente estudio se utilizé la prue-
ba de Inmunofluorescencia Indirecta para el
diagndstico seroldgico por ser una de las mas
utilizadas para detectar anticuerpos anti-T.
gondii y anti-N. caninum en canes (Dubey
y Beattie, 1988; Dubey et al., 2007). La prue-
ba brinda resultados comparables a los obte-
nidos por el Dye Test y se le considera mas
segura ya que no utiliza taquizoitos vivos. Se
reporta una sensibilidad y especificidad para
T. gondii de 97.3 y 96%, respectivamente
(Gharavi et al., 2008). Asimismo, la prueba
se puede adaptar para detectar 1gG, IgM o
IgA (Dubey y Lappin, 1998). En este estudio
se utilizo para la deteccién de anticuerpos 1gG,
ya que el objetivo fue determinar la frecuen-
cia de serorreactores, mas no la frecuencia
de infeccion aguda en animales con signos
clinicos de enfermedad neuromuscular.
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El 24.0 + 8.5% (23/96) de animales con
afeccion neuromuscular presentaron
anticuerpos contra Toxoplasma gondii.
Se observo asociacion estadistica signi-
ficativa entre los reactores a T. gondii y
la variable afeccion neuromuscular.

El 5.2 £ 4.4% (5/96) de animales con
afeccion neuromuscular presentaron
anticuerpos contra Neospora caninum.
No se observo asociacion estadistica sig-
nificativa entre los reactores a N.
caninum y la variable afeccion
neuromuscular.
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