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RESUMEN

Los colectivos animales presentan unas caracteristicas que favorecen la transmision y el
mantenimiento de determinados patégenos. Una alta densidad de animales, contaminacion
ambiental, el estrés, o la existencia de portadores asintométicos son algunos de los factores
implicados en la epidemiologia de los procesos infecto-contagiosos.

En el caso de los colectivos felinos, los parasitos internos consituyen uno de los problemas mas
habituales con una importante repercusion, no sélo en sanidad animal sino también en salud
publica. Estudios epidemioldgicos realizados en distintos colectivos han evidenciado que, a
menudo, los mecanismos de control establecidos no son suficientemente efectivos.

Con el objetivo de determinar la prevalencia de infeccién de parasitos internos y poder
establecer estrategias de control eficientes, se procedid a un estudio epidemioldgico en el que se
evaluaron distintos colectivos felinos, que incluian centros de acogida, gateras, criaderos y
colonias. Para ello se tomaron muestras de heces que se analizaron mediante técnicas
coproldgicas e inmunoldgicas. Algunas de ellas, ademas, se procesaron mediante técnicas de
biologia molecular para poder identificar los genotipos de Giardia spp. i especies de
Cryptosporidium.

Para poder establecer unas medidas de control adecuadas, se evaluaron aquellos factores
considerados de riesgo y que podrian ser modificables, como factores vinculados al ambiente o
al manejo. Paralelalmente, y teniendo en cuenta que el estrés puede desempefiar un rol
destacable en la presentacion clinica de determinadas parasitosis, se evalué la respuesta al estrés
como otro indicador que hay que tener en cuenta a la hora de disefiar unas estrategias de control
apropiadas.

La prevalencia total de parasitosis observada en colectivos felinos fue del 53%. Todos los
colectivos evaluados mostraron prevalencias de infeccion que oscilaron del 8.3% al 94%. Los
colectivos que presentaron prevalencias mas elevadas fueron las colonias felinas (70.4%),
seguido de los centros de acogida (58.8%), y las gateras (41.4%). En los criaderos, se
observaron las prevalencias mas bajas (20.8%) e, incluso, en uno de los centros evaluados no se
detect6 infeccion por parasitos. Ademas, los parésitos detectados fueron distintos en funcion al
tipo de colectivo. Asi, los gatos de colonia, animales que viven en semi-libertad y presentan un
marcado comportamiento depredador, presentaban prevalencias significativamente superiores a
helmintos, mientras que los centros de acogida, las gateras, y los criadores, constituidos por
animales que viven confinados y sin acceso, 0 muy limitado, al exterior, presentaron
prevalencias mucho mas altas frente a protozoos. En el caso concreto de los criaderos, no se
detectaron helmintos.

El paréasito mas prevalente result6 ser Giardia spp., identificandose tanto el genotipo F, propio
de los felinos, como el A, considerado potencialmente zoonético. En el caso de
Cryptosporidium spp., C. felis fue la Unica especie identificada.

El nivel de bienestar de los animales, se evalu6 a partir de la cuantificacion de los metabolitos
de glucocorticoides fecales (FGM), en dos muestreos diferentes. Para ello, se validd
biogquimicamente un enzimoinmunoensayos para la especie y la matriz bioldgica objeto de
estudio. Con la metodologia validada, se procedié a la cuantificacion de los FGM, y se
relacionaron los valores medios obtenidos con diferentes variables de interés. Los criaderos
fueron los centros donde los valores medios de FGM fueron mas elevados, lo que se atribuyo al
estado fisioldgico de los animales en reproduccion. Los centros de acogida mostraron niveles
significativamente mas altos que las gateras y las colonias felinas. Los dos primeros son
ambientes donde los animales viven confinados, mientras que las colonias se relacionan con un
estilo de vida libre.



RESUM

Els col-lectius animals presenten unes caracteristiques que afavoreixen la transmissio i
manteniment de determinats patogens. L’elevada densitat d’animals, la contaminacio ambiental,
I’estrés, o ’existéncia de portadors assimptomatics, sén alguns dels factors implicats en
I’epidemiologia dels processos infecto-contagiosos.

En el cas dels col-lectius felins, els parasits interns constitueixen un dels problemas més
habituals amb important repercussid, tant en salut animal com en salut puablica. Estudis
epidemiologics realitzats en diferents col-lectius han evidenciat que, sovint, els mecanismes de
control establerts no son suficientment efectius.

Amb I’objectiu de determinar la prevalenca d’infeccid de parasits interns, i poder establir
estrategies de control adients, es va dur a terme un estudi epidemiologic en el qual es van
avaluar diferents collectius felins, incloent centres d’acollida, gateres, colonies felines i
criadors. Per aix0, es van recollir mostres de femta i es van analitzar mitjancant técniques
coprologiques i immunologiques. Algunes mostres, a més a més, es van procesar mitjancant
técniques de biologia molecular per a poder identificar els genotips de Giardia spp. i espécies
de Cryptosporidium spp. Per a poder establir unes mesures de control adients, es van avaluar
aquells factors considerats de risc i que poden ser modificables, com ara factors vinculats a
I’ambient o al maneig. Paral-lelament, i tenint en compte que l’estrés pot exercir un rol
destacable en la presentacié clinica de determinades parasitosis, es va avaluar la resposta
d’estrés com un altre indicador a tenir en compte a 1’hora de dissenyar unes estratégies de
control apropiades.

La prevalenca total de parasitosis observada en col-lectius felins fou de 53%. Tots els col-lectius
mostrejats van mostrar prevalences d’infeccido que oscil-laven del 83% al 94%. Els col-lectius
que van presentar les prevalences més elevades van ser les colonies felines (70.4%), seguides
dels centres d’acollida (58.8%), i les gateres (41.4%). Als criadors, es van observar les
prevalences més baixes (20.8%) i, fins i tot, a un dels centres avaluats no es va detectar cap
parasit. No obstant, els parasits observats van ser diferents en els diversos col-lectius. Aixi, els
gats de colonia, animals que viuen en semi-llibertat i mostren un marcat comportament
depredador, van presentar prevalences significativament superiors a helmints, mentre que els
centres d’acollida, les gateres i els criadors, constituits per animals que viuen confinats i sense
accés, o molt limitat, a I’exterior, van presentar prevalences molt més altes a protozous. En el
cas concret dels criadors, no es van detectar helmints.

El parasit més prevalent va ser Giardia spp., identificant-se tant el genotip F, propi dels felins,
com I’A considerat potencialment zoonotic. En el cas de Cryptosporidium spp., C. felis va ser
I’inica espécie identificada.

El nivell de benestar dels animals, es va avaluar a partir de la quantificacio de metabolits de
glucocorticoids fecals (FGM), en dos mostrejos diferents. Per aix0, es va validar
bioquimicament un immunoassaig per a I’espécie i la matriu bioldgica objectes d’estudi. Amb la
metodologia validada, es va procedir a la quantificacié dels FGM, i es van relacionar els valors
mitjos obtinguts amb diferents variables d’interés. Els criadors van ser els centres on els valors
mitjos de FMG van ser més elevats, fet que es va atribuir a 1’estat fisiologic dels animals en
reproduccid. Els centres d’acollida van mostrar nivells significativament més alts que les gateres
i les colonies felines. Els dos primers son ambients on els animals viuen confinats, mentre que
les colonies es relacionen amb un estil de vida lliure.



SUMMARY

In animal collectivities, infectious diseases are difficult to prevent and control. Several factors
such as high animal density, environmental contamination, stress, or the existence of subclinical
carriers, may contribute to the spread and maintenance of such diseases.

Particularly, in multi-cat environments, endoparasite infections are both of veterinary and public
health concern. Epidemiological studies have demonstrated that, frequently, the rutinary
measures adopted fail in the control effectiveness of such infections.

In order to evaluate the prevalence of endoparasite infections, and to establish efficient control
strategies, an epidemiological study was performed in several multi-cat environments, including
rescue shelters, catteries, feline colonies and breeding catteries. Fecal samples were collected
and analyzed by coprological and immunological techniques. Moreover, a certain amount of
samples were analyzed by molecular methods in order to identify Giardia spp. assemblages, and
Cryptosporidium sprecies.

With the aim to establish such control measures, those risk factors that can be modified,
regarding the environment and the management, were evaluated. Furthermore, and taking into
account the important role of stress in the clinical presentation of some parasite infections, we
evaluated the stress response as an indicator when designing appropriate control stategies.

In this study, the overall prevalence of parasite infection was 53%. Infections were noted in 26
out of 27 of the facilities sampled with prevalence ranging from 8.3% to 94%. Feline colonies
showed the highest prevalence (70.4%) followed by rescue shelters (58.8%) and catteries
(41.4%). Breeding catteries showed the least prevalences (20.8%), and in one of such no
parasite infection was detected. In addition, the parasite population was different according to
the kind of collectivity. Thus, in feline colonies, free roaming cats which show a markedly
predatory behavior were significantly more parasitized by helminths, whereas in cats living in
the other collectivities involving confinement and with limited or no contact outdoors, protozoa
infections were predominant. It is noteworthy to note that, in breeding catteries no helminth
infection was detected.

Giardia spp. was the most prevalent intestinal parasite reported, and both the cat specific
(assemblage F), and assemblage A, regarded as potentially zoonotic, were identified.
Concerning Cryptosporidium spp., only C. felis was detected.

Finally, animal welfare was evaluated by quantifying fecal glucocorticoid metabolites (FGM),
by two different sampling. Thus, an enzymoimmunoassay was previously validated for the
specie and biological matrix of interest. Once validated, FGM were quantified, and the results
were statistically analyzed. Breeding catteries showed the highest mean value of FGM, probably
because of the physiological alterations during the reproductive process. Rescue shelters
showed significantly higher levels than both catteries and feline colonies. The first two involved
confinement, whereas feline colonies are related to free-ranging lifestyle.
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l. INTRODUCCION GENERAL

En las Gltimas décadas, el gato doméstico ha adquirido una gran importancia como animal de
compafiia (The Statistical Portal: Number of dogs and cats in the European Union in 2017, by
country). En el Estado espafiol, por ejemplo, se ha documentado un notable crecimiento del
numero de hogares con gatos en los ultimos afios (Figura 1).

Evolucidn en el nimero de otros animales registrados (en
activo en el registro)
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Figura 1. Evolucién del nimero de gatos en Esparia, desde 2005 a 2014.

Fuente: (Analisis y Caracterizacion del sector de los animales de compafiia, 2015)

En consecuencia, se ha observado una proliferacién de colectivos felinos, ya sea debido a la
actividad lucrativa en la compra-venta del gato como animal de compafiia, o bien a causa del
abandono/pérdida de los animales (Fundacion Affinity Petcare S.A.: Infografia del estudio de
abandono y adopcién, 2018). De acuerdo con la legislacion vigente en Catalufia en materia de
proteccién animal, es competencia de los ayuntamientos la recogida de estos animales
abandonados, y su reubicacion en emplazamientos publicos donde velar por su bienestar
(Generalitat de Catalunya, Ley 22/2003, del 4 de julio, de proteccion y defensa de los animales
de compafiia). Cabe afiadir la existencia de asociaciones privadas, sin &nimo de lucro, quienes
también pueden hacerse cargo de este proceso. En funcion de sus caracteristicas, se pueden
definir diferentes colectivos felinos: por un lado, aquellos centros publicos o privados que
alojan gatos abandonados y se encargan de gestionar actividades de adopcion, como son los
centros de acogida o las gateras. Por otro lado, colonias de gatos asilvestrados que se establecen
en nucleos urbanos, y cuyo control compete a entidades publicas o privadas. Y finalmente, los
criaderos, como centros privados que destinan los animales a la reproduccion y la posterior

venta o cesién de la descendencia.



l. INTRODUCCION GENERAL

En un colectivo, el contacto entre individuos, asi como la coexistencia de animales de diferentes
edades, origenes y estados inmunitarios (Lucio-Forster and Bowman, 2011), favorecen la
transmision y el mantenimiento de enfermedades infecto-contagiosas. Un ejemplo de agentes
infecto-contagiosos son los parésitos intestinales, los cuales se presentan en elevada prevalencia
en colectivos felinos, a nivel mundial (Coelho et al., 2009; Waap et al., 2014; Kostopoulou et
al., 2017). La importancia de estos agentes no solo reside en su potencial patégeno para los
animales, sino que algunos son considerados de importancia en salud publica. Entre otros,
destacan los protozoos intestinales Giardia spp., y Cryptosporidium spp., o el nematodo
Toxocara spp., capaces de infectar a un amplio rango de mamiferos, incluyendo el ser humano
(Fletcher et al., 2012). El diagnostico laboratorial de estas protozoosis se basa en el analisis de
las heces, sin embargo, las técnicas rutinarias a menudo fracasan en su deteccion (Payne and
Artzer, 2009). Es por ello que se propone combinar estos métodos con otros mas sensibles, que
aporten certeza en el diagnostico. Las técnicas de biologia molecular a partir de material fecal,
no s6lo cuentan con altos indices de sensibilidad, sino que, adicionalmente, permiten la
identificacion a nivel de genotipo o especie, lo cual es imprescindible para notificar si entrafian

peligro o no, para la salud publica (Nantavisai et al., 2007).

La circulacién de infecciones parasitarias se ve favorecida por factores ambientales y de
manejo, a la vez que puede suponer un desafio para el bienestar de los animales alojados. Este
parametro ha suscitado mucho interés en las Ultimas décadas (Schatz and Palme, 2001), de tal
manera que se han desarrollado diversas herramientas para su analisis. Una de ellas, se basa en
medir la respuesta fisioldgica de estrés (Millspaugh and Washburn, 2004; Stewart et al., 2005),
mediante la cuantificacion de glucocorticoides, ya que estas hormonas son el resultado final de
esta compleja cascada endocrina, mediada por el eje hipotalamo-hip6fisi-adrenal (Charmandari
et al., 2005; Le Moal, M., 2007; Romero and Butler, 2007). Debido a sus caracteristicas de
metabolizacion y eliminacion, los glucocorticoides se acumulan en diversas matrices bioldgicas
como sangre, saliva, pelo, heces u orina (Sheriff et al., 2011). En estas poblaciones de gatos
estudiadas, la recogida de material fecal resulta una buena opcion, por la facilidad de muestreo,
y su bajo carécter invasivo. Los métodos para la deteccidn de glucocorticoides mas utilizados a
dia de hoy son los inmunoensayos (Méstl et al., 2005), especialmente aquellos que emplean
marcadores enzimaticos. Previamente a la interpretacion de los resultados, no obstante, estas
técnicas deben ser validadas para cada especie y matriz biol6gica (Mostl et al., 2005; Sheriff et
al., 2011).
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA

Desde su domesticacion en el Antiguo Egipto, el gato doméstico (Felis silvestris catus), se ha
extendido por todo el mundo (McDonald et al., 2000; Driscoll et al., 2009), con una poblacion
estimada de 600 millones (McLamb, E., 2013). De acuerdo con estudios filogenéticos
realizados sobre felinos modernos (Randi and Ragni, 1991; O’Brien, J., 1997), esta especie
evoluciond a partir de ancestros de habitos solitarios. Sin embargo, se ha observado que los
gatos domésticos que no viven en cautividad se comportan como animales gregarios, aunque
también pueden vivir de manera independiente (Genovesi et al., 1995). Devillard et al., afirman
que esta variacién en los patrones sociales, asi como la densidad de poblacidn, se establecen en
funcidn de la disponibilidad de alimento en una determinada area. En entornos rurales, donde se
agrupan aproximadamente menos de 2.5 gatos por hectérea, estos animales muestran,
generalmente, estilos de vida solitarios o constituyen pequefios grupos (Devillard et al., 2003).
En éreas urbanas, en cambio, donde la disponibilidad de alimento es mas abundante, se
concentran entorno a 10 gatos por hectarea, y los individuos se congregan en grupos mas

numerosos (Genovesi et al., 1995).

El principal rol del gato en nuestra sociedad ha estado vinculado a una funcion en el control de
roedores. Sin embargo, en las Ultimas décadas, esta adquiriendo una mayor importancia como
animal de compafiia. Un informe recientemente publicado por el Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio ambiente (Andlisis y Caracterizacion del sector de los animales de
compairiia, 2015) refleja un incremento en el nimero de hogares espafioles que tienen gatos
como animal de compafiia. Esta tendencia es mucho mas significativa en otros paises europeos,
como Alemania o Francia, donde datos sobre el censo de animales de compafiia recogidos
durante el 2017, informan de la presencia de 9.2 millones de perros y 13.7 millones de gatos, en
el primero, y 7.4 millones y 13.5 millones, respectivamente, en el segundo (The Statistical
Portal, Number of dogs and cats in the European Union in 2017, by country). En consecuencia,
se ha producido una proliferacién de colectivos felinos, debido a la actividad lucrativa en la
compra-venta del gato como animal de compafiia, o bien a causa del abandono/pérdida del
animal. Los diferentes tipos de colectividades donde son ubicados los gatos domeésticos,
presentan caracteristicas particulares, pero todas ellas se rigen por el principio fundamental de
velar por las necesidades bésicas de los animales. Estas incluyen las necesidades fisioldgicas,
como la disponibilidad de alimento y el confort térmico, las necesidades de comportamiento, en
referencia a la estimulacion apropiada mediante el enriquecimiento ambiental, que permite
desarrollar los patrones comportamentales inherentes de su especie y las necesidades de
alojamiento, con condiciones de humedad, iluminacion y espacio, adecuadas. En funcion de las
caracteristicas y los objetivos de estos emplazamientos donde son alojadas poblaciones de gatos

domeésticos, se pueden definir diferentes colectividades.
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Los centros de acogida, son refugios pertenecientes a asociaciones legalmente constituidas y sin
animo de lucro, que albergan animales perdidos o abandonados, a la espera de ser adoptados o
devueltos a sus legitimos propietarios (Generalitat de Catalunya, Ley 22/2003, del 4 de julio, de
proteccion y defensa de los animales de compafiia). Se pueden subclasificar en funcién del tipo
de animales que son alojados. Por un lado, se presentan los centros de acogida de perros y gatos,
donde cohabitan ambas especies, y las gateras, donde sélo se aceptan gatos. Independientemente
de las especies animales que sean acogidas, ambos colectivos funcionan, en términos generales,
del mismo modo.

En paises desarrollados, el niUmero de gatos perdios o abandonados no es, en absoluto, una
cuestion desdefiable. Datos recopilados en el Reino Unido ilustraron que fueron albergados
156.826 gatos durante el afio 2012, y un 70% de los refugios operaban a la méaxima capacidad
(Stavisky et al., 2012). En los Estados Unidos diversas instituciones estimaron que se
abandonaban anualmente de dos a tres millones de gatos, de los cuales el 70-75% tenian que ser
eutanasiados debido a problemas de sobrepoblacion (Stella and Croney, 2016). Segln un
estudio de la Fundacion Affinity sobre el abandono, la pérdida y la adopcion de animales de
compariia en Espafia en 2017, un total de 33.473 gatos fueron recogidos por las sociedades
protectoras espafiolas, el 91% de los cuales, fueron encontrados o capturados en la via publica
(Fundacion Affinity Petcare S.A.: Infografia del estudio de abandono y adopcion, 2018). La
principal causa de abandono de gatos eran las camadas indeseadas (15.5%), mientras que el
temor a contraer toxoplasmosis durante el embarazo sélo representd un 1.3% de los casos.

De los animales recogidos en refugios, el 40.5% fueron adoptados y so6lo el 3.7% de los gatos
fueron recuperados por sus propietarios. Uno de los motivos de este bajo porcentaje radica en el
reducido nimero de gatos convenientemente identificados, mediante microchip. El resto
permanecen en el refugio (15.4%), fallecen o son sacrificados por motivos médicos (13.5%), o
bien son reubicados en colonias (13.1%), especialmente gatos asilvestrados o no adoptables o,
en caso contrario, en casas de acogida (5%) (Fundacion Affinity Petcare S.A.: Infografia estudio
de abandono y adopcion, 2018). Cabe destacar que, en el caso de Catalufia, la Ley de Proteccion
animal (Generalitat de Catalunya, Ley 22/2003, del 4 de julio, de proteccion y defensa de los
animales de compafiia) exige la admision en centros de acogida de animales abandonados, y
prohibe su sacrificio, excepto cuando existan razones sanitarias 0 humanitarias que asi lo
justifiguen. Como consecuencia, los centros para el mantenimiento de animales de compafiia
han de adaptarse a estas medidas, lo que conlleva, en muchos casos, a una sobrepoblacion de los
colectivos.

Las entidades a cargo de estos centros pueden ser publicas o privadas. La legislacion vigente en
materia de proteccion animal, obliga a los ayuntamientos a disponer de centros de acogida en
condiciones adecuadas y con capacidad suficiente, donde alojar animales abandonados, o

perdidos. El plazo para recuperar un animal es de 20 dias, si transcurrido dicho plazo no ha sido
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reclamado por el propietario, el animal se considera abandonado, y puede ser cedido, acogido
temporalmente, o adoptado. La acogida de animales de compafiia se debe ajustar a una serie de
requerimientos. Cada centro debe llevar el libro de registro de cada animal que ingresa, con las
circunstancias de su captura, hallazgo o entrega, y con los datos del animal. Los centros deben
estar habilitados para garantizar la integridad fisica y psiquica de los animales, evitar su huida, y
limitar la densidad de individuos, con el fin de minimizar el riesgo de peleas y la propagacion
de enfermedades infecto-contagiosas. Las personas adoptantes deben compartir presencialmente
el proceso de adopcidn, con los profesionales del centro y, antes de recoger la documentacion
del animal, deben rellenar una solicitud de adopcion, y otros documentos especificos, asi como
abonar las tasas pertinentes.

Al tratarse de entidades sin 4nimo de lucro, su financiacion proviene principalmente de socios,
padrinos, subvenciones, donativos, o eventos benéficos, y su funcionamiento depende en gran
parte de la labor que desempefian los voluntarios.

Entre las rutinas diarias mas importantes en este tipo de colectivos, se incluyen: inspeccién
visual de los animales, limpieza y desinfeccion de las instalaciones y los utensilios de

alimentacion, bandejas de deposicidn, etc., y alimentacion de los animales.

Las colonias felinas consisten en agrupaciones controladas de gatos ferales, debidamente
esterilizados, que conviven en una area no delimitada, publica o privada, a cargo de
organizaciones o entidades civicas sin afan de lucro, con el objetivo de velar por su bienestar y
donde reciben atencién, vigilancia sanitaria y alimentacion (Generalitat de Catalunya, Ley
22/2003, del 4 de julio, de proteccién y defensa de los animales de compafiia). Este mismo
codigo legislativo, define el gato feral como especie felina doméstica, que no esta socializada
con los seres humanos y que, por lo tanto, no es adoptable. Los gatos ferales aparecen por el
abandono o la huida de gatos domésticos sin esterilizar, que se asilvestran tras sobrevivir un
tiempo por si mismos, o son gatos descendientes de otros gatos ferales (Generalitat de
Catalunya, Ley 22/2003, del 4 de julio, de proteccion y defensa de los animales de compafiia).
Se atribuye a los ayuntamientos la gestion de los animales asilvestrados, que deben ser ubicados
en localizaciones que permitan tanto la proteccion, como el control poblacional, y que consiste
en la captura, esterilizacion y retorno (CER). Una vez capturados, los animales son sometidos a
una inspeccion veterinaria para descartar que sufran alguna enfermedad infecto-contagiosa.
Después de ser esterilizados por un veterinario cualificado, se marcan con un pequefio corte del
pabellén auditivo, para evitar que vuelvan a entrar en el proceso CER y, finalmente, se
devuelven al entorno donde fueron capturados. La identificacion y censo se realizara siempre a
nombre del ayuntamiento respectivo, al que compete la vigilancia sanitaria y el control de estas
poblaciones. Cuando las constituyan particulares o entidades de defensa de los animales,

requerirdn una autorizacién municipal previa, siendo éstos responsables de garantizar el
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mantenimiento de las condiciones higiénico-sanitarias y de salubridad especificadas y que, en su
caso, se establezcan en dicha autorizacion. Los gatos pertenecientes a colonias seran
alimentados con pienso y dispondran de agua, ad libitum.

Los criaderos de gatos se definen como aquellos centros privados que destinan los animales a la
reproducciodn y la posterior venta o cesion de la descendencia, ya sea directamente al publico en
general, o indirectamente a establecimientos de venta. Los animales deberan ser vendidos en
perfecto estado sanitario y libres de cualquier enfermedad; con la certificacion de un facultativo
veterinario que acredite la veracidad de estas circunstancias. Ademas, las personas que trabajen
en estos establecimientos deberdn estar en posesion del carnet de cuidador y manipulador de
animales. Los centros de venta de animales no podran sacrificarlos, salvo cuando existan
razones sanitarias 0 humanitarias que asi lo justifiquen, y en cuyo caso seré efectuado por los
procedimientos que reglamentariamente se determinen, siempre previa supervision y bajo
control de un facultativo veterinario. En todo caso, antes de proceder a su sacrificio, se
procurard su cesion a otros establecimientos autorizados, a su donacion a particulares o a su
entrega a centros de acogida de animales (Generalitat de Catalunya, Ley 22/2003, del 4 de julio,
de proteccion y defensa de los animales de compafiia).

Pese a la existencia de numerosos estudios y directrices que avalan el correcto manejo de un
colectivo felino con el fin de garantizar en la medida de lo posible el bienestar de los animales,
en muchos casos aparecen factores que lo desafian. Uno de estos factores podria ser la
limitacion del espacio; segin Rochlitz et al., el mero hecho de permanecer confinado en un
espacio limitado con otros conespecificos, podria no ser adecuado para un 6ptimo nivel de
bienestar (Rochlitz et al., 1999). Si un recinto es demasiado pequefio en relacion al nimero de
individuos, se puede incrementar la probabilidad de encuentros agonisticos y, con la finalidad
de evitarlos, estos animales pueden responder con una disminucion de su actividad.
Adicionalmente, la alta densidad de individuos compartiendo el mismo espacio favorece la
presencia de procesos infecto-contagiosos (Turner et al., 2012). Factores ambientales, de
manejo, densidad poblacional, o constante flujo de individuos —generalmente de diferentes
edades, origenes, 0 estados inmunitarios—, son factores que contribuyen de manera decisiva a la
endemicidad de determinados procesos infecto-contagiosos en el colectivo (Pesavento and
Murphy, 2014; Polak and Smith-Blackmore, 2014).

Algunos de estos agentes infecto-contagiosos, ya sean virus, bacterias, parasitos u hongos; son
eliminados al exterior a través de las secreciones de los animales infectados, y contaminan el
medio ambiente. Esta estrategia de transmision es especialmente eficaz en aquellas areas donde
se concentra un gran ndmero de individuos, puesto que existe mayor probabilidad de contactos

efectivos. De acuerdo con Mostl et al., la prevalencia de microorganismos patégenos y, por lo
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tanto, de enfermedades infecto-contagiosas, se puede correlacionar con la densidad de
poblacion, y el tamafio del grupo (Méstl et al., 2013). De esta manera, en cualquier colectivo
animal deben instaurarse medidas de control adecuadas, en relacion a las instalaciones y el
manejo, con el fin de reducir especialmente el nimero de individuos portadores asintomaticos
(Pesavento and Murphy, 2014, Polak and Smith-Blackmore, 2014; Addie et al., 2015). Para
ello, es conveniente contar con una zona de cuarentena, separada del recinto ocupado por el
resto de individuos, donde poder vigilar a los animales durante un tiempo prudencial (minimo 3
semanas) (Mostl et al., 2013), antes de ser introducidos en el colectivo, asi como salas de
aislamiento para aquéllos que presenten sintomas de infeccion (como por ejemplo cuadros
respiratorios o intestinales), o sean positivos para los virus de la inmunodeficiencia (HIV) o
leucemia felina (FeLV). Las diferentes areas deben estar separadas, para evitar el contacto
directo de gatos infectados con gatos sanos; y, ademas, cada una debe estar provista con sus
propios cuencos de agua y comida, bandejas de deposicion, y objetos varios para los animales.
También se debe restringir el movimiento del personal de un recinto a otro, para evitar la
propagacion de agentes infecto-contagiosos via fomites (Pesavento and Murphy, 2014). En este
sentido, es importante garantizar un aprendizaje continuado de los trabajadores en
procedimientos higiénico-sanitarios. Por un lado, éstos deben equiparse debidamente en el
momento de realizar las tareas, con ropa, guantes, cubrezapatos desechables o calzado
adecuado, que convendria sumergir en pediluvios antes de acceder a las diferentes areas. Por el
otro, se deben aplicar los protocolos de limpieza y desinfeccion, de manera rigurosa. Asi, las
instalaciones deben limpiarse y desinfectarse a diario, lo que implica retirar la materia organica
de los cuencos, bandejas del recinto y, posteriormente, desinfectar. La eleccion de este ultimo
método es importante, y se hara en funcién de su eficacia contra los diferentes patégenos, y de
su seguridad para los animales y el personal (Addie et al., 2015). Por ejemplo, en el caso de las
formas de resistencia parasitarias, algunos estudios han demostrado que ciertos compuestos
quimicos son ineficaces en la inactivacion de algunos huevos de nematodos. Morrondo et al., y
Verocai et al., demostraron en diferentes estudios que un porcentaje considerable de huevos de
Toxocara canis continuaban el desarrollo larvario tras permanecer durante un tiempo
prolongado (1 mes) en soluciones desinfectantes de uso comun, como el formaldehido vy el
cloruro de benzalconio (Verocai et al., 2010). Kopper y Mansfield, revelaron efectos ovicidas
del hipoclorito sodico (lejia), en Toxocara spp., y Trichuris spp. (Koppper and Mansfield,
2010). Sin embargo, Morrondo et al., documentaron que el tratamiento con este mismo
producto, deformaba los huevos de Toxocara spp., pero la larva seguia desarrollandose en su
interior, hasta inactivarse completamente al cabo de 15 dias (Morrondo et al., 2006). Por otro
lado, la desinfeccion con vapor de agua también mostr6 una eficacia frente a ooquistes de
Toxoplasma spp., 0 Cystoisospora spp. y, ademas, se considera el producto méas seguro por su

reducida toxicidad (Wood et al., 2014; Addie et al., 2015). Finalmente, los compuestos de
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amonio cuaternario, ya sea de aplicacién individual o en combinacién con otros productos, son

efectivos para la inactivacion de quistes de Giardia spp. (Geurden et al., 2006).

En consecuencia, la presencia de procesos infecto-contagiosos en un colectivo es elevado por
muchos factores que, entre otros, favorecen la transmision de los diferentes patégenos y
dificultan su prevision y control. A lo largo de su ciclo bioldgico, la mayoria de ellos eliminan
formas de transmision parésita al exterior (Zajac and Conboy, 2012). Estas estructuras, ya sean
quistes, ooquistes, huevos o larvas, contaminan el entorno y gracias a sus propiedades fisico-
quimicas, que les confieren alta resistencia a las condiciones ambientales, pueden mantenerse
infectivas durante largos periodos de tiempo (Cordero deL Campillo et al., 1999). Diferentes
estudios realizados en colectivos felinos ponen de manifiesto que las parasitosis son intrinsecas
a los colectivos animales y estan consideradas como uno de los principales problemas de salud
animal (Lucio-Forster and Bowman, 2011) (Tabla 1). La importancia de estos parasitos no sélo
radica en su eventual poder patdgeno para los animales, sino que algunos también son
potencialmente zoondsicos. Este es el caso de algunos protozoos intestinales de transmision
feco-oral, como Giardia spp. o Cryptosporidium spp., que estan implicados en cuadros de
diarreas, aunque algunos individuos presentan infecciones subclinicas (Caccio et al., 2005;
Fletcher et al., 2012; Tysnes et al., 2014). Asimismo, también destacan las zoonosis provocadas
por las fases larvarias de algunos helmintos como el ascarido Toxocara spp. o los
ancilostémidos Ancylostoma spp. y Uncinaria spp. (Traversa, D., 2012). De igual modo,
también destacan otros agentes protozoarios asociados a cuadros gastrointestinales, como son
Cystoisospora spp. y Tritrichomonas spp., a pesar de no tener ninguna implicacién sobre la

salud publica (Hinney et al., 2015).
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< PREVALENCIA PARASITOS
COLECTIVO PAIS TOTAL MAS FRECUENTES REFERENCIA
Toxocara cati (27.9%)
Polonia 48.5% Cystoisospora spp. (11.8%) (Szwabe and Blaszkowska, 2017)
Giardia spp. (39%)
Grecia 55.9% Cystoisospora spp. (8.3%) (Kostopoulou et al., 2017)
Toxocara spp. (16.5%)
Canada 31.8% Cystoisospora spp. (14%) (Villeneuve et al., 2015)
Giardia spp. (12.4%)
. 0 .
7 Awustria 18.8% Cystoisospora spp. (4%) (Hinney et al., 2015)
3 Toxocara cati (27.1%)
i 0,
% Alemania 33.6% Isospora spp. (7.5%) (Becker etal., 2012)
8 Cystoisospora spp. y Toxocara cati (21%)
- 0 1 |-
g Estados Unidos 50.9% Giardia spp. (8.9%) (Lucio-Forster and Bowman, 2011)
m Toxocara cati (22%)
o Esparfia 34% Giardia spp. (6%) (Gracenea et al., 2009)
Ancylostoma spp. (96%)
Portugal 100% Toxocara cati (43.1%) (Coelho et al., 2009)
Giardia spp. (11.5%)
Australia 26.8% Cystoisospora spp. (9.8%) (Bissett el al., 2009)
Giardia spp. (27%)
Catalufia 57% Toxocara spp. (16.7%) (Blasco et al., 2017)
Isospora spp. (65.9%)
Turquia 48.9% Toxocara spp. (48.9%) (Korkmaz et al., 2016)
Toxocara spp. (45%)
Iran 86.4% Isospora spp (21.4%) (Khademvatan et al., 2014)
2 Cystoisospora spp. (46.3%)
0,
% Portugal 90.7% Dipylidium caninum (53.1%) (Waap etal., 2014)
i
% Toxocara cati (33.1%)
< Italia 50.4% Ancylostoma tubaeforme (7.2%) (Spada et al., 2013)
Z
9 Taenidae (22%)
S Egipto 91% Toxocara cati (9%) (Khalafalla, R., 2011)
Toxocara cati (10.8%)
Portugal 23.1% Isospora felis (5.4%) (Duarte et al., 2010)
Cystoisospora spp. (74.2%)
Brasil 87.9% Ancylostoma spp. (60.6%) (Serraetal., 2003)
Gairdia spp. (18.7%)
CRIADEROS Jap6n 20.8% Cystosisospora spp. (5%) (Itoetal., 2016)
Giardia spp. (56%)
SANTUARIOS Estados Unidos n/r (Polak and Smith-Blackmore, 2014)

Tritrichomonas foetus (39%)

Tabla 1. Prevalencia de infeccion parasitaria en diferentes colectivos felinos, a nivel mundial. Fuente: autor
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En las Gltimas décadas, estudios epidemioldgicos en diferentes colectivos felinos sobre parasitos
que eliminan formas de transmision en heces, han observado prevalencias de infeccion muy
variables. La mayoria de ellos, no obstante, coinciden en la deteccidn de protozoos (sobre todo,
Giardia spp. y Cystoisospora spp., y Toxocara spp., como los parasitos mas prevalentes.

El género Cystoisospora (sin. Isospora) se enmarca dentro del grupo de los coccidios (Dubey,
J., 2014). Su clasificacion taxondmica incluye el Reino protista; Phylum Apicomplexa, Clase
Conoidasida; Orden Eucoccidiorida; Familia Eimeriidae; Género Isospora/Cystoisospora
(Taylor et al., 2016). Originalmente, se califico como Isospora spp. para hacer referencia a estos
protozoos monoxenos, pero méas adelante se propuso el nombre de Cystoisospora spp., para
aquellas especies que utilizaban hospedadores paraténicos en su ciclo bioldgico (Frenkel, J.,
1977). No obstante, esta denominacion no llegd a ser totalmente reconocida entre la comunidad
cientifica (Lindsay et al., 1997) y, de hecho, hoy en dia muchos autores emplean ambos
nombres indistintamente. Se trata de un protozoo intestinal que se caracteriza por su ubicuidad y
elevada especificidad hospedatoria.

Diversas publicaciones realizadas a nivel mundial, en gatos domésticos alojados en colectivos,
han estimado prevalencias que oscilan del 4% en Austria, al 74.2% en Brasil (Serra et al., 2003;
Bisset el al., 2009; Duarte et al., 2010; Lucio-Forster and Bowman, 2011; Becker et al., 2012;
Khademvatan et al., 2014; Hinney et al., 2015; Villeneuve et al., 2015; Ito et al., 2016;
Korkmaz et al., 2016; Kostopoulou et al., 2017; Szwabe and Blaszkowska, 2017). Las especies
que infectan a los felinos domésticos, C. felis y C. rivolta, afectan con mas frecuencia a
individuos jovenes, especialmente por debajo de los 4 meses (Bowman et al., 2002), y su
prevalencia disminuye con la edad (Gow et al., 2009), a medida que el sistema inmune va
madurando. La infeccién en animales adultos se manifiesta, especialmente, en individuos
geriatricos o inmunocomprometidos (Tzannes et al., 2008; Petry et al., 2011).

El ciclo bioldgico de Cystoisospora spp. es directo y tiene lugar en tres fases, caracteristicas de
los coccidios: esporogonia, merogonia y gametogonia. En cada una de ellas, el paréasito presenta
diferentes morfologias (Sinski and Behnke, 2004; Taylor et al., 2016). Se inicia cuando el
hospedador definitivo ingiere, o bien los ooquistes esporulados en el medio ambiente; o los
esporozoitos presentes en tejidos extraintestinales de un hospedador paraténico (Lindsay et al.,
1997). Durante la fase de merogonia, los esporozoitos contenidos en los ooquistes, se
desenquistan, e invaden las células del epitelio intestinal, donde comienzan un proceso de
divisién asexual por endodiogenia, que resultara en la produccion de merozoitos de primera y
segunda generacion (Dubey et al., 2014). Estos colonizan las células vecinas y prosiguen su
multiplicacion hasta que, en cierto momento, se diferencian en gametocitos masculinos
(microgametos) y femeninos (macrogametos). En la fase de reproduccion sexual o gametogonia,

estos gametocitos se reproducen sexualmente y dan lugar a los zigotos, los cuales, a su vez,
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formaran los ooquistes (Cordero del Campillo et al., 1999). Estas formas de resistencia se
eliminan al exterior a través de las heces, produciéndose una esporulacion exdgena (fase de
esporogonia), y durante la cual se desarrollardn en su interior dos esporocistos, con cuatro
esporozoitos infectivos, cada uno.

La patogenia de estas parasitosis esta relacionada con la invasion de las células intestinales y el
proceso de multiplicacion (Lindsay et al., 1997). De las dos especies, C. felis es la que presenta
mayor patogenicidad. Microscopicamente, produce erosion de la superficie de los enterocitos,
atrofia de las microvellosides, e infiltrado inflamatorio de predominio neutrofilico. En los gatos
adultos e inmunocompetentes, la infeccion cursa de manera asintomatica, pero en individuos
jévenes (menores de 1 afio) o inmunodeprimidos, se puede observar un cuadro clinico de diarrea
mucosa (Bowman et al., 2002; Pallant et al., 2015).

El diagnoéstico se basa, principalmente, en la deteccion e identificacion de ooquistes tras la
aplicacién de métodos coproldgicos de concentracion, como la flotacion o la sedimentacién. El
tamafio medio de los ooquistes es de aproximadamente 45 x 33 um, para C. felis; y 23 X 26 um,
para C. rivolta (Lindsay et al., 1997).

En cuanto al tratamiento farmacoldgico, la administracion de sulfamidas durante 5-10 dias es
eficaz para controlar la diarrea, aunque no la excrecién de ooquistes. Toltrazuril y diclazuril son

los farmacos de eleccion para las cistoisosporosis felinas (Petry et al., 2011).

El paréasito intestinal Tritrichomonas spp., es un protozoo flagelado que se hospeda en el tracto
intestinal de los felinos domésticos. Taxonémicamente, se clasifica en el Reino Protista; Phylum
Parabasalia, Clase Trichomonadea, Orden Trichomonadida, Familia Trichomonadidae, Género
Ttritrichomonas (Taylor et al., 2016). Muchos autores sefialan que el agente etioldgico es
Tritrichomonas foetus (Gookin et al., 1999; Levy et al., 2003), un protozoo considerado un
parasito del aparato reproductor del ganado bovino. Sin embargo, estudios moleculares llevados
a cabo por diferentes grupos de investigadores, sugieren que el tricomonadido que afecta al gato
es genéticamente distinto del bovino, y merece una nueva entidad taxonémica, por lo que se
propuso el nombre de Tritrichomonas blagburni (Slapeta et al., 2010; Slapeta et al., 2012;
Xenoulis et al., 2013; Walden et al., 2013). Algunas de estas divergencias se han hallado en la
secuenciacion de dos espaciadores internos transcritos (ITS-1 e ITS-2), junto con genes del
RNA ribosomal (rRNA) 18S, 5.8S y 28S; y, mas recientemente, con el factor de elongacién
eucariota (EF1-alfa) y el gen de la proteasa cisteina 8 (CP8) (Gookin et al., 2017). Stockdale et
al., refuerzan esta hipotesis con los resultados de su estudio, donde infectaron
experimentalmente un grupo de vacas con un aislado bovino de T. foetus, y otro grupo con un
aislado felino del mismo agente. En ambos grupos se observaron cambios patologicos en el
aparato reproductor, pero en las posteriores evaluaciones histologicas se apreciaron diferentes

lesiones en el epitelio uterino. Por un lado, todas las vacas infectadas con el aislado bovino de T.
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foetus, presentaban la superficie epitelial alterada, e incluso ausencia de glandulas
subepiteliales; mientras que seis de las siete vacas infectadas con el aislado felino, mostraban
tanto el borde epitelial como glandulas subepiteliales, intactas (Stockdale et al., 2007). Los
mismos autores concluyen que, aunque los aislados felinos son capaces de desarrollar cambios
patoldgicos en el ganado bovino, la incapacidad de provocar pérdida de la superficie epitelial
podria ser debido a divergencias genéticas. Todos estos hallazgos, sin embargo, entran en
conflicto con los documentados por otros autores, quienes revelan que los datos obtenidos del
andlisis comparativo de ambos transcriptomas, son insuficientes para catalogar dos especies
diferentes (Morin-Adeline et al., 2014). En su lugar, sugieren que se trata de dos genotipos que
pertenecen a una misma especie. Actualmente no se reconoce la especie T. blagburni como una
categoria taxonémica propia, sino que se utiliza este nombre meramente para distinguirlo del
organismo que parasita a los bévidos ya que, en algunos paises, la tricomoniasis bovina es de
declaracion obligatoria (Gookin et al., 2017).

A nivel epidemioldgico, la infeccidn se presenta, especialmente, en animales jovenes (el 75% de
los casos aparece en individuos menores de 1 afio de edad), y en gatos procedentes de
colectivos, particularmente de colonias felinas (Gruffydd-Jones et al., 2013b). En Europa,
diferentes estudios realizados en gatos que residen en grupos, documentan prevalencias de
infeccion por Tritrichomonas spp. que oscilan del 14.3% en Francia al 32% en lItalia (Holliday
et al., 2009; Xenoulis et al., 2010; Kuehner et al., 2011; Tysnes et al., 2011; Profizi et al.,
2013); mientras que, en los Estados Unidos y Nueva Zelanda, se registraron valores de 31% y
82%, respectivamente (Kingsbury et al., 2010; Foster et al., 2004).

En el ciclo bioldgico directo de Tritrichomonas spp., los trofozoitos son eliminados a través de
las heces, y la transmision a otro hospedador se produce por la via feco-oral (Gruffydd-Jones, et
al., 2013b). A diferencia de otros parasitos, que cuentan con formas de resistencia para
propagarse al exterior, este protozoo mantiene la fase vegetativa durante todo el ciclo. En este
aspecto, los trofozoitos son muy labiles en el medio ambiente, por lo que la transmisién se
produce tras el contacto intimo entre individuos, como el que se da entre una madre y su
camada, 0 en ambientes con una alta densidad de animales (Profizi et al., 2013). Cuando estos
tricomonéadidos alcanzan la luz intestinal, se adhieren a la superficie epitelial gracias a la accién
de una serie de moléculas propias del parasito, entre las que se incluyen adhesinas,
lipofosfoglican, y proteasas (Tolbert and Gookin, 2016). Algunas de ellas no sélo estan
implicadas en mecanismos de adherencia, sino que también intervienen en funciones de evasion
de la actividad inmunitaria del hospedador. Es el caso de las proteasas, que se encargan de
degradar algunos elementos no especificos de la respuesta inmune, como fibrindgeno,
fibronectina, albumina y lactoferrina; pero también otro tipo de moléculas, como
inmunoglobulinas (Doumecq and Soto, 2012). La patogenia de esta parasitosis se relaciona con

el efecto citotdxico provocado por la secrecion de estos componentes por parte del trofozoito.
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Ademas, estos organismos se localizan en la superficie del epitelio intestinal, desencadenando
una respuesta inflamatoria linfocitica y neutrofilica, pero algunos estudios histologicos han
demostrado que pueden llegar a zonas mas profundas del epitelio, lo que resulta en una
respuesta inflamatoria més severa (Taylor et al., 2016). Generalmente el curso de la infeccion es
asintomatico, pero en animales inmunodeprimidos puede aparecer un cuadro clinico
caracteristico de diarrea cronica (Bissett et al., 2009).

Los métodos laboratoriales para el diagnostico de la tricomoniasis felina incluyen técnicas
tradicionales, como el examen directo de heces y el cultivo selectivo, y modernos basados en
biologia molecular (Dos Santos et al., 2015). Las primeras, que se basan en el uso de
microscopia convencional, presentan una serie de limitaciones relacionadas con el tipo de
muestra y la identificacion del parésito a nivel de especie. Por un lado, el examen debe hacerse
con muestras fecales muy frescas, ya que los trofozoitos tienen un tiempo de superviviencia
reducido en el exterior (Gookin et al., 2003). Por otro lado, el medio de cultivo no es exclusivo
para Tritrichomonas spp., ya que también permite el crecimiento de otras especies de
tricomonéadidos, como es el caso de Pentatrichomonas hominis, por lo que se requiere la
aplicacién de otros métodos que establezcan un diagnoéstico definitivo (Caplecha et al., 2013).
Son las técnicas de biologia molecular las que ofrecen mejores indices de sensibilidad y
especificidad, y permiten la identificacién inequivoca de la especie (Grellet et al., 2013).
Actualmente no se cuenta con ningun producto registrado para el tratamiento de la tricomoniasis
felina (Gruffydd-Jones et al., 2013b). El ronidazol (30 mg/kg, repartido en dos veces al dia
durante dos semanas) se ha utilizado con éxito, en aquellos casos con diarreas graves. Sin
embargo, se ha descrito un estrecho margen entre la seguridad del medicamento y su eficacia,
en gatos (Rosado et al., 2007).

Giardia spp. es otro protozoo intestinal del grupo de los flagelados. Taxondmicamente,
pertenece al Reino Protista; Phylum Fornicata; Clase Metamonadea; Orden Giardiida; Familia
Giardiidae; Género Giardia (Taylor et al., 2016). Las seis especies que se incluyen dentro del
género son las causantes de la giardiasis en un amplio rango de animales: G. agilis en anfibios,
G. ardeae y G. psittaci en aves, G. microti y G. muris en roedores, G. varani en reptiles y G.
duodenalis en numerosas especies de mamiferos (Caccido and Ryan, 2008). En base a la
morfologia y ultraestructura de los trofozoitos, se pueden llegar a identificar y diferenciar todas
ellas (Tabla 2).
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Species Hosts Morphological characteristics Trophozoite dimensions
Length Width
G. duodenalis  Wide range of domestic and wild Pear-shaped trophozoites with claw-shaped median bodies 12-15 pm 68 pm
mammals, including humans

G. agilis Amphibians Long, narrow trophozoites with club-shaped median bodies 20-30 g 45 pm

G, muris Rodents Rounded trophozoites with small round median bodies 912 pm 57 pm

G, ardeaeg Birds Rounded trophozoites, with prominent notch in ventral disc and  ~10 pm ~B.5 pm
rudimentary caudal flagellum. Median bodies round-oval to claw
shaped.

G. psittaci Birds Pear-shaped trophozoites, with no ventro-lateral flange. ~14 pm ~B pLm
Claw-shaped median bodies.

G. microti Rodents Trophozoites similar to G. duodenalis. Mature cysts contain fully  12-15pm 68 pm
differentiated trophozoites.

Tabla 2. Caracteristicas morfométricas de los trofozoitos y quistes, en las diferentes especies de Giardia.
Fuente: (Monis et al., 2009)

G. duodenalis estad considerado un complejo multiespecie (Feng and Xiao, 2011). Estudios
filogenéticos de una amplia gama de secuencias nucleotidicas de diferentes genes, han
permitido subclasificarla en 8 genotipos (A-H). Los genotipos A y B, entre otras muchas
especies de mamiferos, también pueden afectar al ser humano, por lo que a menudo son
referidos como “genotipos zoondticos™ (Lalle et al., 2005; Sotiriadou et al., 2013), mientras que
los ensamblajes C-H son especificos de hospedador (Pallant et al., 2015). En base a esta
especificidad y caracteristicas genéticas, se han propuesto nombres exclusivos para cada
genotipo: (Tabla 3) G. duodenalis (genotipo A), G. enterica (genotipo B), G. canis (genotipos C
y D), G. bovis (genotipo E), G. cati (genotipo F), y G. simondi (genotipo G) (Thompson et al,
2008).

Assemblage Host distribution Proposed species name
A Humans and other primates, livestock, dogs, cats and some species of wild mammals Giardia duodenalis

B Humans and other primates, dogs, cats and some species of wild mammals Giardia enterica

C Dogs and other canids Giardia canis

D Dogs and other canids

E Hoofed livestock Giardia bovis

F Cats Giardia cati

G Rats Giardia simondi

H Marine mammals (pinnipeds) ?

Tabla 3: Genotipos de Giardia spp., reconocidos actualmente, su distribucion de hospedores, y la taxonomia
propuesta. Fuente: (Ryan and Caccio, 2013)

Sin embargo, de acuerdo con Heyworth, es posible detectar algunos de estos genotipos en
especies diferentes de su hospedador especifico (Heyworth, M., 2016). En carnivoros
domeésticos, por ejemplo, estudios realizados en China, Europa y Australia, documentan la
presencia de los genotipos C y/o D, en colectivos de gatos domésticos (Read et al., 2004;
Sprong et al., 2009; Zheng et al., 2015; Xu et al., 2016). No obstante, en la mayoria de ellos los
porcentajes de prevalencia observados son muy bajos: Xu et al., detectaron el genotipo C en un
1% (2/160) y el genotipo D en un 0.6% (Xu et al., 2016); Zheng et al., también observaron el
genotipo C en un 1% (1/102) (Zheng et al., 2015); y Sprong et al., documentaron el genotipo C
en un 3% (5/158) y el genotipo D en un 2% (3/158) (Sprong et al., 2009). Asi, todos ellos
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concluyen que la presencia de estos genotipos propios de la especie canina son hallazgos
aislados, sin relevancia clinica para los animales, o incluso, fruto de una posible contaminacion
cruzada (Zheng et al., 2015). En el estudio de Read et al., en cambio, se detectd el genotipo D
en un porcentaje considerable de los gatos muestreados (57%, 12/21), aunque no se hace
referencia a sus estados clinicos (Read et al., 2004). Inversamente, Sommer et al. en Alemania,
detectaron el genotipo F en un 3% (1/33) de los perros estudiados, lo que también fue
considerado un hallazgo aislado (Sommer et al., 2018). Algunas publicaciones, incluso, han
demostrado que los genotipos C, D y F, pueden parasitar a seres humanos (Gelanew et al.,
2007; Sprong et al., 2009). Sprong et al., observaron el genotipo C en un 0.1% (2/1658), y los
genotipos D y F en un 0.2% (3/1658), cada uno (Sprong et al., 2009); mientras que Gelanew et
al., documentaron la presencia del genotipo F en un 12% (7/59) de los sujetos objeto de estudio,
seis de los cuales presentaban un cuadro clinico de diarrea (Gelanew et al., 2007). De acuerdo
con Sprong et al., estos hallazgos son muy poco frecuentes, y todavia se desconoce si los
genotipos propios de perros y gatos pueden provocar un cuadro clinico en seres humanos
(Sprong et al., 2009). Sin embargo, su potencial zoonético ha sido ampliamente debatido. Son
pocos los estudios que tratan este aspecto en colectividades felinas. En 2015 y 2016, se
evidencié la circulacién de los genotipos A y B en refugios de perros y gatos en China (Zheng et
al., 2015; Xu et al., 2016), al igual que en Australia (Yang et al., 2015). En Espafia, se identificaron
gatos procedentes de refugios, infectados con el genotipo A (Gil et al., 2017; Dado et al., 2012).
Por otra parte, un estudio realizado en Italia también reportd la circulacion de genotipos
zoondticos, en colonias felinas (Papini et al., 2007). La mayoria de autores concluyen que el
genotipo circulante mas habitual en colectivos felinos es el especifico de gato, que parece no
tener impacto en la salud publica (Kva¢ et al., 2017). Del mismo modo que ocurre con la especie
canina, las variedades potencialmente zoondticas se han identificado, sobre todo, en gatos que
mantienen una estrecha relacion con sus propietarios (Vasilopulos et al., 2007; McDowall et al.,
2011; Tysnes et al., 2014; Zanzani et al., 2014; Pallant et al., 2015; Piekarska et al., 2016).

Actualmente, se estima que la giardiasis afecta a 280 millones de personas, cada afio (Einarsson
et al., 2016). La incidencia es mayor en paises subdesarrollados donde se registran prevalencias
que fluctuan del 1 al 50%, mientras que en paises desarrollados los porcentajes varian del 0.4 al
7% (Fletcher et al., 2012; Lopez-Romero et al., 2015). En estos ultimos, Giardia spp. ha sido
considerado como uno de los paréasitos reemergentes, tanto de transmision alimentaria como por
agua (Soliman et al., 2011). Dorny et al., atribuyen esta reemergencia a factores como la
globalizacion del suministro de alimentos, al aumento de los viajes internacionales, o a la
mejora de las herramientas diagnésticas y la comunicacion, lo que ha propiciado un incremento
de la deteccion del parésito y una mayor posibilidad de documentar los brotes de infeccion
(Dorny et al., 2009). A nivel veterinario, Giardia spp. es capaz de parasitar a todos los animales

domésticos, siendo los rumiantes los mas comunmente infectados (O’Handley and Olson,
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2006), aunque pueden no manifiestar signos clinicos. Por otra parte, en carnivoros domésticos,
la prevalencia de infeccion depende de la poblacion estudiada y la técnica diagndstica empleada
(Thompson et al, 2008), presentandose mas habitualmente en animales jovenes y en individuos
que residen en colectivos (Tzannes et al., 2008; Payne and Artzer, 2009; Gates and Nolan.,
2009). Estudios realizados en diferentes poblaciones caninas estiman un 10% de prevalencia en
perros que habitan con sus propietarios, entre un 36% Yy 50% en cachorros; y hasta del 100% en
criaderos caninos y perreras (Thompson et al., 2008). En la poblacién felina, en cambio, la
frecuencia de infeccion es menor (Janeczko and Griffin, 2010). Numerosos estudios sobre
parasitosis intestinales en colectivos felinos, reflejan prevalencias de infeccién por encima de
cualquier otra especie parasita, con valores que oscilan del 11.5% en Australia, al 39% en
Grecia (Bissett et al., 2009; Hinney et al., 2015; Ito et al., 2016; Kostopoulou et al., 2017). En
Catalufia, un estudio desarrollado sobre gatos adultos alojados en distintos refugios animales,
detect6 Giardia spp. como el parésito mas frecuente, con una prevalencia de infeccidn del 27%,
y estando presente en todos los centros muestreados (Blasco et al., 2017). Las prevalencias
detectadas en diferentes estudios concernientes a gatos que viven con sus propietarios, varia del
0.7% al 24% (Mircean et al., 2010; Itoh et al., 2012; Zanzani et al., 2014). Beugnet et al., en un
estudio multicéntrico sobre gatos de propietarios, en diferentes paises europeos, detectaron una
prevalencia de infeccion por Giardia spp. del 3.2% (48/1.519) (Beugnet et al., 2014). Las
muestras fueron obtenidas en hospitales veterinarios, y sélo se recogian si los animales no se
presentaban por un proceso relacionado con infeccion parasitaria, y si no habian recibido un
tratamiento antihelmintico durante los dos mesos previos al estudio.

El ciclo biologico de Giardia spp. es monoxeno y alterna dos estados morfoldgicos, el
trofozoito y el quiste. EI primero corresponde a la fase vegetativa, localizada en el tracto
intestinal, principalmente duodeno, mientras que, el segundo, es la forma de propagacion que se
elimina al medio ambiente. Los trofozoitos son estructuras piriformes, de 10-20 um de longitud
y 5-15 um de anchura; y los quistes son elipsoidales o esféricos, de 11-14 um de longitud y 7-
10 um de ancho (Rajurkar et al., 2012). La pared quistica de 0,3 um de espesor le confiere
resistencia a las condiciones ambientales. Aunque son sensibles a la desecacién, con buenas
condiciones de temperatura y humedad pueden mantenerse viables hasta mas de 2 meses (Feng
and Xiao, 2011).

Los trofozoitos de Giardia spp. causan un expolio de los principales nutrientes, tomando para su
propio metabolismo proteinas, carbohidratos y grasas, entre otros (Einarsson et al., 2016).
Ademés, debido a que permanecen adheridos al epitelio intestinal, ejercen una accién
traumatico-irritativa que resulta en un acortamiento de las microvellosidades, destruccion del
borde en cepillo, ruptura de las uniones estrechas e incluso apoptosis de los enterocitos (Scott et
al., 2000; Elmendorf et al., 2003; Panaro et al., 2007). También se ha demostrado que pueden

afectar a la actividad de ciertos enzimas digestivos como lipasas, proteasas y disacaridasas
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(Roxstrom-Lindquist et al., 2006). Como consecuencia, hay importantes alteraciones en la
digestion y un cuadro general de malabsorcion (Buret, A., 2007), que puede traducirse en un
cuadro clinico de diarrea y pérdida de peso (Taylor et al., 2016). A esta sintomatologia también
contribuyen otros mecanismos tales como: incremento de la permeabilidad y la secrecion de
cloro (CI"), hipermotilidad intestinal, hiperplasia de las criptas y aumento de la secrecion de
moco (Andersen et al., 2006; Einarsson et al., 2016).

El diagnostico laboratorial de la giardiasis es complejo. De hecho, pese a los elevados indices de
prevalencia, se considera una enfermedad infradiagnosticada (Payne and Artzer, 2009).
Generalmente, se basa en la identificacion morfoldgica de los quistes y, en menor medida, de
los trofozoitos, en muestras fecales (Alles et al., 1995). Normalmente, esta fase vegetativa se
alimenta y multiplica en el intestino de su hospedador, sin embargo, en casos de diarrea profusa
pueden ser desplazados y eliminados a través de las heces (Dryden et al., 2006). Es entonces
cuando se pueden detectar mediante un frotis directo, o una técnica de concentracion, siempre y
cuando se practique sobre heces frescas, pues los trofozoitos son muy labiles en el medio
ambiente. La deteccion mediante microscopia tradicional, tras la aplicacion de técnicas
coprolégicas de concentracion, especialmente a partir de flotacién en sulfato de zinc y
centrifugacion (Barr et al., 1992; Zajac et al., 2002), es el procedimiento méas habitual. Sin
embargo, debido a la presentacién subclinica y al patron de eliminacién intermitente de los
quistes, la infeccidn puede pasar desapercibida (Mircean et al., 2010). De hecho, de acuerdo con
Dryden et al., son necesarias tres flotaciones en sulfato de zinc (6 = 1.18) consecutivas, para
alcanzar un 94% de sensibilidad en el diagnostico (Dryden et al., 2006). Por ello, algunos
autores (Payne and Artzer, 2009; Koehler et al., 2014) sugieren combinar dichas técnicas con
otras mas sensibles, con el fin de aportar certeza al diagnostico. Por un lado, destacan los tests
de deteccion antigénicos, que incluyen enzimoinmunoensayos (EIA), ensayos por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) o ensayos de inmunofluorescencia directa (IFA)
(Fuentes et al., 2010; Fletcher et al., 2012). Estos métodos se basan en el uso de anticuerpos
monoclonales o policlonales, que reconocen de manera especifica estructuras presentes
exclusivamente en un determinado parasito, o en sus formas de transmision (Fuentes et al.,
2010). Cirak y Bauer compararon la efectividad de deteccién de quistes de Giardia spp. en
carnivoros domésticos, mediante técnicas de flotacion y kits ELISA. En un total de 98 muestras
de gato, no observaron el parasito mediante flotacién, mientras que, con el segundo, el protozoo
fue detectado en 22 muestras (Cirak and Bauer, 2004). En un estudio publicado por Mekaru et
al., donde comparaban la eficacia de diferentes inmunoensayos para el diagnéstico de Giardia
spp. en gatos, se observaron valores de sensibilidad y especificidad de 72.7%-79.4% y 99%,
respectivamente, para inmunoensayos no enzimaticos; y 85.3%-91.2% y 99.4%-100%,
respectivamente, para EIA (Mekaru et al., 2007). Los IFA se basan en el mismo principio

antigeno-anticuerpo, pero este Ultimo estd conjugado con fluoresceina, y el producto de la
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reaccion puede ser observado con un microscopio de fluorescencia. Alles et al., documentaron
un 99.2% de sensibilidad y un 100% de especificidad, en un kit comercial de
inmunofluorescencia directa, a partir de heces humanas (Alles et al., 1995). Por otro lado,
existen las técnicas de diagnostico molecular, basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Ademas de contar con mejores indices de sensibilidad y especificidad (Bertrand et al.,
2005), éstas ultimas permiten la identificacion del genotipo de Giardia spp. Con la PCR se
amplifican secuencias nucleotidicas de diferentes genes del parasito, entre los que se incluyen
los que codifican para la subunidad pequefia del RNA ribosomal (SSU-rRNA), la proteina beta-
giardina (bg), las enzimas triosafosfatoisomerasa (tpi) y glutamato deshidrogenasa (gdh); o el
factor de elongacion alfa-1 (efla), entre otros (Caccio and Ryan, 2008; Feng and Xiao, 2011;
Heyworth, M., 2016; Thompson and Ash, 2016). En un estudio desarrollado por Nantavisai et
al., se detectaron indices de sensibilidad del 97.3%, para la PCR, y del 91.9% para la
inmunofluorescencia directa. Para ambas técnicas se calcul6 un 100% de especificidad
(Nantavisai et al., 2007).

Entre los farmacos mas cominmente utilizados para el tratamiento de la giardiasis en humanos,
se encuentran los nitroimidazoles (metronidazol, tinidazol y ornidazol) y benzimidazoles
(albendazol, mebendazol, fenbendazol) (Watkins and Eckmann, 2014). En veterinaria, una
opcidn es el fenbendazol (50 mg/kg, una vez al dia durante cinco dias) o la combinacién de
febantel/pirantel/praziquantel a la dosis estandar, una vez al dia durante tres dias. El
metronidazol (25 mg/kg, dos veces al dia durante cinco dias) y el tinidazol también son
efectivos (Gruffydd-Jones et al., 2013a).

Cryptosporidium spp. es un coccidio intestinal que también afecta a un amplio espectro de
animales, incluyendo el ser humano. Su clasificacién taxonémica engloba el Reino protista;
Phylum Apicomplexa, Clase Conoidasida; Orden Eucoccidiorida; Familia Cryptosporidiidae;
Género Cryptosporidium (Taylor et al., 2016). Actualmente se integran 35 especies dentro del
género, que han sido catalogadas de acuerdo a estudios de caracterizacién molecular realizados
por todo el mundo (Slapeta, J., 2013). No obstante, entre estas especies existe una gran
diversidad de formas o genotipos que pueden merecer o no, una entidad especifica (Thompson
and Ash., 2016) (Tabla 4).

La prevalencia de esta enfermedad parasitaria en seres humanos es mas alta en paises
subdesarrollados y en &reas rurales, donde el riesgo de infeccion es superior debido a deficientes
practicas higiénicas y a una mayor tasa de contacto con animales salvajes y domésticos, que
actian como reservorios (Ryan et al., 2014; Thompson et al., 2016). A nivel mundial, la
criptosporidiasis es principalmente una infeccion pediatrica que aparece con mas frecuencia en
individuos menores de 5 afios (Caccio and Chalmers, 2016; Shrivastava et al., 2017), de hecho,

este coccidio se ha considerado como el mayor causante de mortalidad por diarrea en nifios de
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12-23 meses (Chen et al., 2002). La infeccion por Cryptosporidium spp. en el ambito
veterinario presenta una elevada morbilidad y baja mortalidad (Vogue and Larson, 2011).
Ademas, se ha documentado en una gran variedad de animales, dado que es capaz de parasitar a
todas las clases de vertebrados y, posiblemente, todas las especies de mamiferos (Fletcher et al.,
2012). Entre los animales domésticos, los que presentan mayor indice de infeccion son los
rumiantes, concretamente el ganado bovino y ovino (Vogue and Larson, 2011). Son escasos los
estudios que involucran a colectividades felinas. Kostopoulou et al. en Grecia; Xu et al. en
China y Yang et al., en Australia; documentaron prevalencias de 4.2%, 7.5% y 13.4%,
respectivamente, en refugios de gatos (Yang et al., 2015; Xu et al., 2016; Kostopoulou et al.,
2017). En el mismo tipo de colectivo, Gil et al. encontraron un 4.6%, en el norte de Espafa (Gil
et al., 2017). Datos procedentes de colonias felinas de Turquia e Irdn, muestran prevalencias de
infeccion por este coccidio de 2.1% y 18%, respectivamente, (Mirzaghavami et al., 2016;
Korkmaz et al., 2016); y Kvag et al. notificaron un 7.4% de prevalencia en colonias de gatos en
un estudio multicéntrico realizado en diferentes paises centroeuropeos (Republica Checa,
Polonia y Eslovaquia) (Kva¢ et al., 2017).

De todas las especies que se integran dentro del género Cryptosporidium, cinco de ellas (C.
hominis y C. parvum “genotipo bovino” (= C. pestis), C. meleagridis, C. canis y C. felis) son las
mas cominmente implicadas en casos clinicos en seres humanos (Fayer et al., 2010; Chalmers
and Katzer, 2013; Ryan et al., 2014; Slapeta, J., 2017), siendo C. felis la especie propia de los
felinos (Xu et al., 2016). En humanos, se considera que el riesgo de contraer la enfermedad
provocada por C. felis es relativamente bajo (Gil et al., 2017). Lucio-Forster et al., publicaron
un estudio donde se recogian 97 casos de infecciones provocadas por C. felis en humanos,
documentadas en un total de 29 publicaciones entre los afios 1999 y 2009, por todo el mundo
(Lucio-Forster et al., 2010). Los 6 casos notificados en los Estados Unidos correspondian a
sujetos adultos, y positivos para el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). En Kenia,
aparecen dos casos que afectaron a individuos jovenes. De los 15 casos documentados en
Sudamérica, 12 eran personas adultas HIV positivas, mientras que los otros 3 eran jovenes
inmunocompetentes. En Europa, entre los 60 casos de los que se tiene evidencia, se encontraban
19 adultos y 1 adolescente, HIV positivos; 2 adultos afectados por otros procesos patoldgicos y
6 sujetos inmunocompetentes. De los 32 pacientes restantes, se desconocia la edad, asi como los
estatus inmunitario y clinico. Finalmente, se documentaron 14 casos en el continente asiatico,
que correspondian a 10 adultos HIV positivos y 4 jovenes. Cabe observar, pues, que la mayoria
de casos de criptosporidiasis en la especie humana, de los que se tiene evidencia, estan
asociados a inmunodeficiencias, ya sea por procesos infecciosos concomitantes o por respuesta
inmune ineficaz. Asimismo, se ha descrito que los gatos también se pueden infectar otras
especies de Cryptosporidium de importancia en salud publica, como por ejemplo C. parvum
(Sotiriadou et al., 2013; Li et al., 2015).
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El ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp. es directo y alterna las tres fases tipicas de los
coccidios: esporogonia, merogonia y gametogonia. La infeccién tiene lugar con la ingestion de
ooquistes esporulados por un hospedador (Thompson et al., 2005). Durante la fase de
esporogonia, estos ooquistes de entre 4.5 y 7.9 um, desarrollan cuatro esporozoitos en su
interior. Una vez alcanzan el tracto gastrointestinal, varios factores como las fluctuaciones de
pH, la concentracion de didxido de carbono, la temperatura, o la presencia de enzimas
pancredticos y sales biliares (Bouzid et al., 2013; Lendner and Daugschies, 2014), desencadenan
el proceso de desenquistamiento. De esta manera los esporozoitos se liberan a la luz intestinal a
través de una fisura de la pared del ooquiste y alcanzan la superficie de los enterocitos mediante
movimientos de contraccidn-extension y deslizamiento (Cordero del Campillo et al., 1999). Por
la accién de determinados componentes presentes en un organulo conocido como complejo
apical, exclusivo de las especies del Phylum Apicomplexa, el parasito se adhiere a la banda
luminal de los enterocitos y es encapsulado en el interior de una vacuola parasitéfora, donde
permanece protegido de las condiciones adversas del tracto intestinal, y donde obtiene
nutrientes procedentes condiciones adversas del tracto intestinal, y donde obtiene nutrientes
procedentes de la célula hospedadora (Tomley and Soldati, 2001; Chen et al., 2004). En este
punto, el esporozoito sufre un cambio morfolégico y se transforma en un cuerpo esférico
llamado trofozoito, que inicia la fase de merogonia. En el curso de esta fase tiene lugar la
reproduccion asexual por fision maltiple, en la cual el nlcleo se divide varias veces y cada
fragmento adquiere una porcion de citoplasma. La célula resultante se denomina meronte de
tipo |, y contiene ocho merozoitos. Estos son liberados y colonizan las células epiteliales, donde
repiten el proceso dando lugar a nuevos merontes de tipo I, 0 a una segunda generacion, los
merontes de tipo Il, que se diferencian de los anteriores porque contienen cuatro merozoitos
(Hoepelman, A., 1996; Chalmers and Katzer, 2013). Esta segunda generacién de merozoitos
inicia la fase de gametogonia, en la cual se diferencian en gametos masculinos
(microgametocitos) y femeninos (macrogametocitos), que se reproducirdn sexualmente. El
resultado de esta fertilizacion es un zigoto, encargado de iniciar la fase de esporogonia que, a
diferencia de Cystoisospora spp., es enddégena (Lendner and Daugschies, 2014). Posteriormente,
se desarrollan dos tipos de formas de propagacion: los ooquistes de pared fina y de pared
gruesa. Los primeros constituyen un 20% del total producido y se caracterizan por estar
rodeados de una sola unidad de membrana. Su pared, relativamente débil, se rompe pronto tras
su liberacion y los esporozoitos penetran en las células epiteliales adyacentes, produciéndose
una autoinfeccion (Sinski and Behnke, 2004). EI 80% restante son ooquistes de doble pared, que
son expulsados al exterior a través de las heces y son los responsables de la transmision entre
hospedadores.

Clinicamente, la criptosporidiasis felina no se caracteriza por causar un cuadro clinico a nivel

sistémico y, ademas, la invasion del parésito es minima ya que no penetra profundamente en el
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epitelio intestinal, sino que se localiza en estratos superficiales de los enterocitos (Okhuysen and
Chappell, 2002). No obstante, provoca anormalidades significativas en las funciones de
absorcién y secrecion intestinales (Bouzid et al., 2013), que pueden ser consecuencia directa de
la accion del parésito sobre las células hospedadoras, o indirecta por el efecto de células
inflamatorias y/o citoquinas que se acumulan en el foco infeccioso (Okhuysen and Chappell,
2002). La intensidad de los signos clinicos también puede estar determinada por la localizacion
de la infeccion (Thompson et al., 2005). La colonizacién de la porcién proximal del intestino
delgado se asocia frecuentemente a diarrea acuosa, mientras que la localizacion en ileon o
intestino grueso suele causar diarrea intermitente o, incluso, puede cursar de forma asintomatica
(Huang and White, 2006). Generalmente, la invasion parasitaria dafia y/o destruye los
enterocitos (Cordero del Campillo et al., 1999). La formacion de la vacuola parasitéfora en el
borde luminal, produce atrofia parcial de las vellosidades y fusion de éstas. Como mecanismo
compensatorio, el organismo intenta reemplazar el epitelio afectado mediante la hiperplasia de
las criptas, sustituyendo las células lesionadas por otras nuevas cuya funcionalidad absortiva y
enzimatica es menor, siendo, ademas, secretoras de iones (CI") (Tzipori and Ward, 2002). La
combinacion de estos factores conlleva a un cuadro de malabsorcion, que implica una menor
captacién de fluidos, electrolitos y nutrientes presentes en la luz intestinal. El proceso se agrava
cuando aparece un cuadro de mala digestion debido a la pérdida de enzimas digestivos
asociados a membrana, fundamentalmente la lactasa (Cordero del Campillo et al., 1999). Las
acciones que ejerce el parésito sobre el epitelio intestinal desencadenan una respuesta inmune,
en la cual se produce un infiltrado de células inflamatorias en la I&mina propia, que contribuyen
a la sintomatologia clinica (Chen et al., 2002; Leitch and He, 2011).

Del mismo modo que pasaba con Giardia spp., el diagnostico laboratorial de la criptosporidiasis
también es complejo. El procedimiento mas ampliamente utilizado es la deteccion de ooquistes
en las heces (Fletcher et al., 2012), que se puede llevar a cabo mediante diferentes técnicas de
microscopia convencional, métodos de deteccion antigénicos o por biologia molecular
(Chalmers and Katzer, 2013). La primera de ellas, se basa en técnicas de tincion, y es la que
presenta indices de sensibilidad y especificidad mas bajos (Thompson et al., 2016). En
ocasiones, es dificil discernir los ooquistes de otros componentes fecales con formas y
dimensiones semejantes, como por ejemplo levaduras o algas microscopicas. Ademas, mediante
microscopia convencional, aparece la dificultad afiadida por el reducido tamafio de los
ooquistes, el patron de secrecion intermitente y/o la baja tasa de eliminacion que muestran los
carnivoros domésticos, en comparacion con otras especies (Scorza and Tangtrongsup, 2010). Es
por ello que se aconseja establecer el diagndstico a partir de otro tipo de pruebas més fiables,
como la inmunofluorescencia directa (Garcia et al., 2003), que emplea anticuerpos
monoclonales fluorescentes, que reconocen epitopos especificos de la pared del ooquiste de

Cryptosporidium (Rossle and Latif, 2013). Sin embargo, son las técnicas de caracterizacion
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molecular las que ofrecen mejor sensibilidad y especificidad (Mekaru et al., 2007; Chalmers et
al., 2011). La PCR y sus variantes son las mas utilizadas (Xiao, L., 2009) y los principales genes
de eleccion son el que codifica para la subunidad 18S del RNA ribosomal (18S RNA), para una
proteina de la pared del ooquiste (COWP) o las regiones intergénicas 1y 2 (ITS-1 e ITS-2)
(Navarro i Martinez et al., 2010). Un estudio publicado por Morgan et al., obtuvo valores de
sensibilidad y especificidad de 83.7% y 98.9%, respectivamente, para la tincién Ziehl-Nielsen;
en comparacion al porcentaje de 100% obtenido para ambos pardmetros, en la PCR (Morgan et
al., 1998).

Para el tratamiento de la criptosporidiasis en seres humanos, se han testado diferentes farmacos,
pero s6lo la nitazoxanida ha sido aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) (White,
C., 2004). En medicina veterinaria, no hay tratamientos registrados disponibles para la
cryptosporidiasis en perros y gatos. Dado que la infeccién se resuelve de forma espontanea, en
la mayoria de los casos, se recomienda solamente utilizar tratamientos sintomaticos

(fluidoterapia y medicacion espasmolitica) (Bowman and Lucio-Forster, 2010).
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ESPECIE HOSPEDADORES IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA
C. muris Mamiferos y aves Menor
C. parvum Mamiferos Menor
C. meleagridis Mamiferos y aves Moderada
C. wrairi Mamiferos Ninguna
C. agni Mamiferos Ninguna
C. bovis Mamiferos Ninguna
C. cuniculuss Mamiferos Moderada
C. felis Mamiferos Moderada
C. serpentis Reptiles y mamiferos Ninguna
C. nasoris Peces Ninguna
C. baileyi Aves Ninguna
C. varanii Reptiles Ninguna
C. cichlidis Peces Ninguna
C. reichenbachklinkei Peces Ninguna
C. galli Aves Ninguna
C. andersoni Mamiferos Menor
C. canis Mamiferos Menor
C. hominis Mamiferos Mayor
C. molnari Peces Ninguna
C. suis Mamiferos Menor
C. scophthalmi Peces Ninguna
C. pestis Mamiferos Mayor
C. fayeri Mamiferos Menor
C. ryanae Mamiferos Ninguna
C. fragile Anfibios Ninguna
C. macropodum Mamiferos Ninguna
C. ducismarci Reptiles Ninguna
C. ubiquitum Mamiferos Menor
C. viatorum Mamiferos Moderada
C. scrofarum Mamiferos Menor
C. erinacei Mamiferos Ninguna
C. rubeyi Mamiferos Ninguna
C. avium Mamiferos Ninguna
C. proliferans Mamiferos Ninguna
C. testudinis Mamiferos Ninguna

Tabla 4. Especies conocidas de Cryptosporidium, rango de hospedadores e importancia en salud publica.
Fuente: (Slapeta, J., 2017).
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Como se ha mencionado anteriormente, la transmision de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
se produce principalmente por la via feco-oral, mediante la ingestion de las formas de
resistencia (quistes u ooquistes, respectivamente), los cuales son inmediatamente infectivos una
vez se eliminan al exterior a través de las heces (Esch and Petersen., 2013; Ryan et al., 2014).
Ambos protozoos ejercen una accion irritativa sobre los enterocitos, lo cual provoca una lesion
de los mismos y, en consecuencia, alteraciones en las funciones de absorcion y secrecion
intestinales, que puede resultar en la aparicién de diarrea (Scott et al., 2000; Bouzid et al.,
2013). Sin embargo, no todos los animales parasitados muestran sintomas de infeccion. Algunos
actian como portadores asintomaticos, siendo diseminadores del patdégeno sin manifestar
cuadro clinico. La severidad de ambas protozoosis intestinales puede estar condicionada por
diferentes factores dependientes del propio parasito y del hospedador (Ankarlev et al., 2010;
Esch and Petersen, 2013). Por un lado, influye el tipo de cepa o especie, por la virulencia
inherente de cada una de ellas; y también la cantidad de formas de propagacion ingeridas, con
mayor probabilidad de desarrollo cuanto mayor sea el nimero (Cordero del Campillo et al.,
1999). Y por el otro, la edad del animal, asi como su condicidn sanitaria o nutricional y, en
consecuencia, el estado inmunitario, especialmente si se encuentra comprometido debido a
procesos patoldgicos concomitantes o a estimulos estresantes (Roxstrom-Lindquist et al., 2006;
Shirley et al., 2012). En la especie felina, generalmente, la infeccidn por Cryptosporidium spp.
cursa de forma asintomatica, o0 como un proceso autolimitante en individuos
inmunocompetentes. No obstante, en individuos jovenes o inmunodeficientes, como por
ejemplo aquéllos infectados por los virus de la inmunodeficiencia y/o leucemia felina, puede
representar un problema grave (Chen et al., 2004; Taylor et al., 2016). Algunos autores han
documentado que aquellos animales que manifiestan signos clinicos, ocasionalmente presentan
una infeccion mixta entre ambos agentes, o con otros protozoos como Cystoisospora spp. 0
Tritrichomonas spp. (Epe et al., 2010; Slapeta, J., 2013; Pallant et al., 2015; Blasco et al.,
2017). Las prevalencias de coinfeccién documentadas, oscilan del 2.9% al 83% (Vasilopoulos et
al., 2007; Tzannes et al., 2008; Ito et al., 2016). A pesar de la gran variabilidad observada, se ha
sugerido que existe la posibilidad de que la presencia de un agente, puede favorecer la
colonizacién de otras especies parasitarias (Vasilopoulos et al.,, 2007). Estos autores
propusieron este fendmeno, basandose en la infeccion concomitante entre Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. Se sugirié que la accién patdgena del coccidio, consistente en la
destruccion del epitelio de los enterocitos, entre otras, posibilitaba el contacto directo de los
trofozoitos de Giardia spp., y facilitaba su posterior adhesion. EI hecho de que Cryptosporidium
spp. tenga tropismo intracelular, y Giardia spp. (Dubey et al., 1993), se localice a nivel
superficial, evita la competencia por los nichos intestinales, y ambos protozoos pueden ejercer

su accion patdgena simultaneamente.
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Los helmintos que parasitan al gato doméstico se enmarcan taxondmicamente en el Reino
Animalia, done destacan los cestodos (Phylum Platyhelminthes; Clase Cestoda) y los
nematodos (Phylum Nematoda) (Taylor et al., 2016). Sus ciclos bioldgicos pueden ser
monoxenos, con la ingestion de formas de resistencia como principal via de transmision, o
heteroxenos, cuando intervienen otros animales como hospedadores intermediarios. La
paratenesis también constituye una via de propagacion importante en sus ciclos biolégicos, con
la participacion de un amplio rango de animales tales como, roedores, aves, reptiles, o
artropodos. Generalmente, la fase adulta de los helmintos que eliminan formas de transmision
parésita en heces es de localizacion intestinal, a excepcion de algunos nematodos
estrongiloideos (Orden Strongilida; Superfamilia Metastrongyoloidea), y triquiuroideos (Orden
Enoplida; Superfamilia Trichuroidea), que parasitan el sistema respiratorio. Tanto la patogenia
como los signos clinicos de estas infecciones dependen de las especies implicadas y de su
localizacion, asi como de la intensidada de infeccién, la duracién de la misma, y el estado
inmunitario del hospedador (Cordero del Campillo et al., 1999). En términos generales, causan
un expolio de nutrientes esenciales, acciones mecanicas derivadas de algunos habitos
histiéfagos, u obstrucciones en caso de parasitaciones masivas. En la especie Toxocara cati, un
efecto patdgeno importante es consecuencia de las migraciones larvarias a través de diferentes
tejidos y 6rganos (Overgaauw and Knapen, 2013). Algunas especies de ancilostdmidos causan
anémias hemorragicas debido a su actividad hemat6faga (Bowmann et al., 2010). La
sintomatologia esta relacionada con la aparicion de un cuadro gastrointestinal, normalmente de
diarrea, vémitos o malnutricion; o de tipo respiratorio (disnea o tos), como consecuencia de la
embolizacion de huevos, larvas y/o adultos en los capilares alveolares, y de la irritacion
mecénica que producen las larvas. En el caso de los cestodos, se produce una accion traumatica
ligada a la fijacion del escdlex a la mucosa intestinal, con un efecto irritativo directo sobre la
misma.

El principal método diagnostico de las helmintiasis consiste en la deteccion de las formas de
transmision en las heces. Los métodos de concentracion basados en sedimentacion o flotacion,
son las técnicas habituales., y permiten la identifciacion de huevos y/o larvas a nivel de familia
0 género. Para concretar la especie, son necesarias técnicas de biologia molecular como la PCR.
En cuanto al tratamiento, existen muchas opciones terapéuticas que poseen un espectro de

accion contra un amplio rango de helmintos.

De acuerdo con Petney et al., el sistema inmunitario es un factor relevante en la prevalencia de
infecciones concurrentes (Petney et al., 1998), de tal manera que aquellos individuos
inmunocomprometidos seran mas susceptibles de albergar, simultaneamente, diversas especies
de parésitos. De hecho, y a pesar de que todavia se desconocen con detalle los mecanismos de

interaccion, se han descrito sinergismos y asociaciones antagonicas, entre diferentes especies de
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parasitos (Cox, F., 2001). En algunas ocasiones, la naturaleza de estas interacciones responde a
un patron ecoldgico, cuando los agentes comparten el mismo nicho y compiten por recursos
como el espacio o los nutrientes; mientras que, en otras, se basan en su capacidad para estimular
la actividad inmunitaria (Supali et al., 2010; Thompson and Smith, 2011). Un ejemplo de
asociacion sinérgica, entre diferentes helmintos intestinales, se ha documentado en ratones
infectados por el nematodo tricostrongilido, Heligmosomoides polygyrus. La supervivencia de
este parasito se basa en su capacidad de secretar factores inmunomoduladores, que interfieren en
la regulacion de la respuesta inflamatoria mediada por linfocitos T y citoquinas (Behnke et al.,
2001). Particularmente, la infeccion por H. polygyrus, perjudica la respuesta de la linea celular
mastocitica. Como cabria esperar, la actividad inmune contra otras especies de nematodos
intestinales, que depende principalmente de la funcidn mastocitica, se encuentra mermada en
infecciones por este tricostrongilido, permitiendo a las especies heterdlogas prolongar su
supervivencia. Por ejemplo, los estadios adultos de Trichinella spiralis, que normalmente
sobreviven 2-3 semanas en el intestino de ratones, persisten por mas de 6 semanas, cuando H.
polygyrus también esta presente.

Por otro lado, un ejemplo de antagonismo fue demostrado en coinfecciones por el nematodo
tricuroideo, T. spiralis, y el protozoo flagelado Giardia muris. Roberts-Thomson et al.,
disefiaron un estudio experimental en ratones, que incluia dos ensayos en los cuales se
inoculaban quistes de G. muris, 7 dias antes y 7 dias después, de la infeccion experimental por
larvas de T. spiralis. Adicionalmente, efectuaron un tercer ensayo, donde inocularon quistes de
G. muris, 10 semanas después de la infeccion experimental de T. spiralis. Los investigadores
observaron que, en los dos primeros ensayos, se producia una reduccion significativa del
nimero de trofozoitos intestinales, asi como del nimero de quistes fecales, de G. muris,
coincidiendo con la fase intestinal del nematodo, en la cual estos tricuroideos permanecen en
fase adulta (Roberts-Thomson et al., 1976). Este efecto, sin embargo, no se detecté en el tercer
ensayo, cuando los quistes fueron administrados tras la resolucién de la fase intestinal de la
triquinosis. Estos autores sugirieron que los cambios producidos en el ecosistema intestinal,
como consecuencia de la accion de los nematodos adultos, resultaban en una inhibicion de la
proliferacion del protozoo. Asi, este antagonismo no sélo se debia a la competicion por los
nutrientes esenciales, sino que, también, a la secrecién de compuestos téxicos, y/o a cambios en
la morfologia de los enterocitos, que contribuian a crear un ambiente hostil para el protozoo
(Roberts-Thomson et al., 1976).

Uno de los factores que recientemente se ha considerado como influyente en la patogenia de
estas infecciones, es la microbiota intestinal (Tysnes et al., 2014). Ademas de intervenir en el
proceso de digestion, metabolizando algunos sustratos complejos y aportando nutrientes

esenciales, los microorganismos comensales del tracto digestivo de los mamiferos forman una
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linea de defensa frente a patdgenos intestinales (Sekirov et al., 2010; Halliez and Buret, 2013).
Asi, alteraciones en la flora intestinal provocadas por factores estresantes, nutricionales,
coinfecciones o tratamientos farmacoldgicos (Tysnes et al., 2014), pueden favorecer el contacto
directo de los agentes parasitarios con las células intestinales y, por lo tanto, incrementar su
accion patogena. A pesar de que el rol de la microbiota sigue siendo objeto de debate entre la
comunidad cientifica, su estrecha relacion con la respuesta inmune le confiere una importancia
capital en la integridad de la mucosa intestinal y, en consecuencia, del huésped. Tal vez, una de
las funciones méas importantes es su papel inmunomodulador, pues promueven la maduracion de
células inmunes y el curso normal de la actividad inmune (O’Hara and Shanahan, 2006; Chow
et al., 2010). Parece ser que, tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa, precisan de la
mediacion de la microbiota para su desarrollo completo (Clemente et al., 2012). Estudios
realizados con ratones axénicos, han documentado que en estos animales disminuye la secrecién
de inmunologubulina A intestinal, aparecen defectos en el desarrollo del tejido linfoide
intiestinal, y se observan placas de Peyer y linfonodos mesentéricos, en menor cantidad y
anormalmente pequefios (Round and Mazmanian, 2009). Adicionalmente, la microbiota ha
demostrado tener un impacto en la diferenciacion de algunas poblaciones de linfocitos T
(Clemente et al., 2012).

Por otro lado, también se han notificado los efectos de las infecciones parasitarias sobre la flora
intestinal de algunos mamiferos (Cantacessi et al., 2014; Lee et al., 2014; Reynolds et al., 2014;
Duarte et al., 2016; Vickova et al., 2018). En el ser humano, por ejemplo, Lee et al., llevaron a
cabo un estudio comparativo en un total de 51 voluntarios, entre los que se incluian 36
individuos infectados por helmintos (Trichuris spp., Ascaris spp. y/o ancilostémidos) y 15
negativos a tales infecciones. Los resultados obtenidos mostraron una mayor cantidad y
diversidad bacteriana, en los sujetos positivos a estas helmintiasis, y concluyeron que la
colonizacién por estos nematodos se asocia a un incremento en la abundancia y variedad de
especies de la microbiota intestinal (Lee et al., 2014).

Estos hallazgos no coincidian con los documentados por Cantacessi et al., quienes no
encontraron diferencias significativas entre la cantidad y composicion de la microbiota
intestinal, en una serie de sujetos, antes y después de ser infectados experimentalmente con el
ancilostémido Necator americanus. Los autores, no obstante, sugieren que el tamafio muestral
era insuficiente, y que la carga parasitaria (20 larvas via percutanea, por individuo) no era
apropiada para provocar un cambio significativo en la poblacion bacteriana (Cantacessi et al.,
2014).

En modelos animales, un estudio que comparaba la microbiota de gatos positivos y negativos, a
la infeccidn por Toxocara cati, reveld un incremento en el nimero de bacterias, asi como una
mayor diversidad de géneros y especies, en aquellos individuos positivos (Duarte et al., 2016).

Entre los organismos comensales detectados, los clasificados dentro del filo Firmicutes (como,
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por ejemplo, Lactobacillus spp.), resultaron ser los predominantes. De acuerdo con los
investigadores, los lactobacilos son especialmente conocidos por sus propiedades probidticas.
Curiosamente, otro estudio también notificé una mayor abundancia de este género de bacterias,
en el duodeno de ratones C57BL/6, tras la infeccion por el helminto Heligmosomoides
polygyrus; mientras que el resultado contrario se observo en ratones BALB/c infectados, cuya
cepa es conocida por ser relativamente resistente a la infeccion por H. polygyrus (Reynolds et
al., 2014).

Por otra parte, Vickova et al., en un estudio reciente llevado a cabo en gorilas, no documentaron
una relacion positiva entre el recuento bacteriano y la infeccion por helmintos. Sin embargo, si
asociaron la presencia del protozoo intestinal Entamoeba spp. con cambios cuantitativos y

cualitativos en la poblacién comensal (Vickova et al., 2018).

Este aspecto, parece ser especialmente trascendente en la giardiasis, donde algunos autores
sugieren que no se trata de un patégeno primario, sino que su virulencia esta asociada a la
interaccion de la microbiota y el sistema inmunitario. Cuando los trofozoitos alcanzan la luz
intestinal, establecen interacciones, tanto positivas como negativas, con la poblacion bacteriana
residente. Aunque este aspecto todavia se desconoce profundamente (Bartelt and Sartor, 2015),
se han documentado evidencias de que tal interaccién podria contribuir en variaciones en la
patogenia y el cuadro clinico, asociados a la giardiasis (Singer and Nash, 2000). De acuerdo con
Barash et al., este protozoo es capaz de alterar la microbiota, provocando cambios cualitativos y
cuantitativos en su composicion, cambios en su funcionamiento o actividades metabdlicas, o
bien, cambios en su distribucion (Barash et al., 2017). Estas alteraciones en la microbiota,
independientemente del mecanismo, podrian explicar por qué individuos con infeccidn
asintomética pasan a desarrollar un cuadro clinico, tras estar expuestos a los estimulos
estresantes que se pueden presentar, por ejemplo, en un colectivo animal (Mdstl et al., 2013;
Tysnes et al., 2014).

Tal y como se ha comentado anteriormente, las medidas terapéuticas para combatir Giardia spp.
y Cryptosporidium spp., deben incluir un tratamiento médico administrado conjuntamente con
un tratamiento ambiental (Pesavento and Murphy, 2014). En el caso de Giardia spp., se han
evidenciado fallos en las terapias farmacoldgicas y, a menudo, hay que recurrir a la
combinacion de principios activos en sustitucion a la monoterapia (Tangtrongsup and Scorza,
2010). En los ultimos afos, se ha propuesto como medida de terapéutica la administracion de
probidticos. Goyal et al., concluyeron en un estudio que la administracion oral de lactobacilos
anterior, o simultaneamente, a la inoculacion de trofozoitos de Giardia spp. en ratones, reducia
tanto la severidad como la duracion del cuadro clinico (Goyal et al., 2013). Estos autores

sugirieron que podia ser debido a un incremento de los niveles de antioxidantes v,
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paralelamente, a una disminucion de la concentracion de compuestos oxidantes, en el intestino
delgado.

Shukla et al., dividieron una poblacién de ratones experimentalmente infectados por Giardia
spp. en varios grupos y se les aplico diferentes terapias a cada uno: albendazol, tinidazol,
metronidazol, nitrazoxanida, y albendazol en combinacion con probi6ticos (Lactobacillus
casei). Al final del estudio, se comprob6 que los animales tratados con albendazol, mostraban
una mayor reduccion del nimero de quistes excretados, asi como una menor cantidad de
trofozoitos intestinales; en intestinales; en comparacion a los otros compuestos farmacolégicos.
La coadministracion de probidticos y albendazol, todavia mostré mejores resultados, ya que los
efectos terapéuticos se detectaban una semana antes que en el tratamiento con albendazol
(Shukla et al., 2013). De acuerdo con los autores, el mecanismo de accion del farmaco, en
combinacion con el probidtico, inhibia la multiplicacion del parasito, asi como su adhesién al
epitelio.

Humen et al., observaron que la administracién de Lactobacillus johnsonii, diluidos en el agua
de jerbos infectados por Giardia spp., disminuia significativamente la proporcion de animales
con trofozoitos activos en el intestino, y conducia a la resolucién de la infeccion, a las dos
semanas de tratamiento (Humen et al., 2005). Los investigadores atribuyeron los resultados
obtenidos, a un mayor rendimiento de la respuesta inmune celular y humoral, en el grupo
tratamiento, frente al grupo control. Concretamente, se detectd un incremento de linfocitos T y

B, alos 14 y 21 dias post-infeccion, respectivamente.

Por otro lado, algunos autores sugieren aplicar el tratamiento médico s6lo en aquellos casos con
manifestaciones clinicas o infecciones potencialmente zoonéticas (Tysnes et al., 2014). Lo
mismo sucede en la parasitacion por Cryptosporidium spp. (Bouzid et al., 2013), donde el
tratamiento tiene como prioridad controlar la sintomatologia clinica (Scorza and Tangtrongsup,
2010). Asi, se plantea un dilema clinico en el momento de establecer un tratamiento médico,
especialmente ante a la ausencia de sintomas, pero con el eventual riesgo zoon6tico. Ademas,
puesto que la duracion del efecto terapéutico de muchos protocolos antiparasitarios puede ser
demasiado corto para prevenir la reinfeccion, en un ambiente contaminado (Geurden et al.,
2006), es necesario establecer medidas higiénicas y de desinfeccion adecuadas (Pesavento and
Murphy, 2014; Addie et al., 2015) para inactivar aquellos quistes u ooquistes potencialmente

infectivos que permanecen en el ambiente.

La respuesta inmunitaria juega un papel crucial en la patogenia de estas parasitosis, al igual que
en cualquier proceso infecto-contagioso, de tal manera que aquellos individuos
inmunocompetentes presentan menor susceptibilidad ante estas infecciones y, en caso de
contraerlas, cuentan con menor probabilidad de manifestar sintomatologia clinica (Méstl et al.,

2013). Para un 6éptimo rendimiento del sistema inmune, y, en general, un buen estado de salud,
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es necesario que los animales confinados estén alojados garantizando un cierto nivel de
bienestar. El concepto de bienestar animal incluye tres elementos: el correcto funcionamiento
del organismo (lo que entre otras cosas supone que los animales estén sanos y bien
alimentados), el estado emocional del animal (incluyendo la ausencia de emociones negativas
tales como el dolor y el miedo crénico) y la posibilidad de expresar las conductas normales
propias de la especie (Fraser et al., 1997). La actividad inmunitaria requiere de un consumo
energético muy elevado, para la produccion de células y otros componentes (Nicholson, L.,
2016). Es por ello que un aporte nutricional apropiado, es esencial para asegurar su integridad.
En el caso de los gatos, algunos procesos viricos como la leucemia felina o la panleucopenia
felina, cursan con una inmunosupresion severa, lo que expone a los animales a la infeccion por
toda clase de agentes infecto-contagiosos (Mdstl et al., 2013). Asi, es importante monitorizar
aquellos individuos afectados, para asegurar su bienestar, y protegerlos, en la medida de lo
posible, de los patdgenos ambientales. Finalmente, es conveniente proporcionar un alojamiento
libre de estresores cronicos, que fomente los lazos afectivos entre conespecificos, y que facilite
la expresion de comportamientos e instintos naturales, tales como escalar, excavar, rascar, etc.
(Staley et al., 2008).

El interés social sobre el bienestar animal ha cobrado protagonismo en diferentes campos de la
investigacion durante las Gltimas décadas (Schatz and Palme, 2001). Por ejemplo, se valora en
animales salvajes para estudiar las condiciones ambientales y las consecuencias de la actividad
humana sobre los ecosistemas (Tempel and Gutiérrez, 2003). En animales en cautividad, se
aplica para evaluar el manejo en referencia al espacio, la disponibilidad de alimento o las
interacciones sociales (Wielebnowski et al., 2002; Fuller et al., 2017). Y finalmente, en especies
domésticas se utiliza para valorar las condiciones de confinamiento (Accorsi et al, 2008) o la
respuesta al transporte, y su posterior efecto sobre la calidad de la carne (Mdstl et al., 2002).
Una de las herramientas mas utilizadas para analizar el bienestar animal es la respuesta de estrés
(Millspaugh and Washburn, 2004; Stewart et al., 2005) Fraser et al., definieron el concepto de
estrés como un estado que aparece cuando un animal es forzado a realizar ajustes anormales o
extremos a nivel fisioldgico o de comportamiento, con el fin de lidiar con estimulos adversos de
su entorno o manejo (Fraser et al., 1975). El sistema nervioso central y otros componentes
periféricos son los encargados de regular esta respuesta endocrina (Charmandari et al., 2005;
Romero and Butler, 2007; Le Moal, M., 2007), que tiene lugar en dos fases. La primera de ellas,
cominmente conocida como la repuesta de “Lucha o Huida” (“Fight or Flight”), se da
inmediatamente después de la aparicion del estimulo estresante (Manteuffel, G. 2002) y termina
con la secrecién inminente de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina). Mientras que, la
segunda, estd mediada por el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal (HPA) y, aunque también se

desencadena en el momento de detectar el estimulo estresante, sus efectos finales, que consisten
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en la secrecion de glucocorticoides (cortisol y corticosterona), no son visibles hasta 3-5 minutos
después (Sapolsky et al., 2000; Sheriff et al., 2011). La respuesta de estrés no es inherentemente
perjudicial para los animales, pero hay que tener en cuenta la intensidad y el tiempo de
exposicion (Palme, R., 2012). Una respuesta leve o de corta duracion sélo precisa de recursos
bioldgicos de reserva, que pueden ser repuestos rapida y facilmente. Sin embargo, la liberacién
cronica de estas hormonas puede tener consecuencias nocivas sobre el bienestar animal, el
desarrollo y la funcion reproductora (Keay et al., 2006; Bardi et al., 2003). Asimismo, los
glucocorticoides (GC) son depresores de las respuestas inmunes celular y humoral ya que
producen una atrofia significativa de todo el tejido linfoide del organismo, lo que a su vez hace
disminuir la produccidn tanto de células T como de anticuerpos; ademés de inhibir la secrecion
de citoquinas producidas por macrdéfagos y otras células inmunitarias (Pineda and Dooley,
2003).

Debido a sus caracteristicas de metabolizacién y eliminacién, los GC (o sus metabolitos)
pueden ser cuantificados en diferentes matrices bioldgicas: pelo, plumas, saliva, plasma, orina,
heces, etc. Dichas muestras son obtenidas mediante técnicas que requieren diferente grado de
invasion, y registran la actividad del eje HPA en distintos intervalos de tiempo (Sheriff et al.,
2011; Stevenson et al., 2017).

- Sangre (plasma o suero):

La sangre ha sido la sustancia de eleccion para analizar los niveles de GC en muchas especies
de vertebrados. Con estas muestras se obtiene informacién del estado del organismo en un
momento puntual. Este estado es una suma de tres componentes: ciclos enddgenos (ritmos
estacionales y circadianos); experiencias previas recientes (factores estresantes agudos como la
exposicion a un ataque o fendmenos meteoroldgicos); y experiencias a largo plazo (factores
estresantes crénicos como los inducidos por conespecificos, nutricion o la presencia de

depredadores).

A diferencia de otras matrices, con el plasma se cuantifica la cantidad total de GC, es decir, la
fraccion libre y la que circula unida a proteinas plasmaticas. De acuerdo con Rosner, es esta
primera la que determina cuanto cortisol y corticosterona es capaz de atravesar los capilares
y alcanzar los tejidos diana (Rosner, W., 1990).

La obtencion de muestra sanguinea es un procedimiento muy invasivo y estresante, por lo que
desencadena la liberacion de GC. Este aumento puntual aparece tan s6lo en 3 minutos desde la
exposicion al factor estresante (Romero and Reed, 2005), de tal manera que puede llevar a una

interpretacion erronea de los resultados (Keay et al., 2006). Sin embargo, con este tipo de
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muestras se obtiene la hormona inalterada, tal y como se sintetiza en la corteza adrenal v,
ademas, simultdneamente permite la recopilacion de datos referentes a otros parametros
sanguineos, como indices de glucosa o &cidos grasos, hematocrito, perfiles inmunolégicos, entre

otros, que aportan informacion util sobre el estado del animal (Sheriff et al., 2011).

- Saliva:

Los niveles de GC en saliva se han utilizado como alternativa al andlisis sanguineo (Pearson, et
al., 2008). Se trata de un método menos invasivo que refleja el 10%-60% de GC libres en
plasma, en funcién de la especie (Wood, P., 2009).

La obtencion de la muestra puede resultar una tarea complicada puesto que los principales
métodos consisten en la extraccion directa en cavidad bucal o la masticacion de material
absorbente. Aunque el primero es inductor de estrés porque precisa de la manipulacion del
animal, en este caso no supone un inconveniente ya gue el aumento de la concentracion de GC
en saliva es detectable 20-30 minutos después de la aparicion del factor estresante (Sheriff et al.,
2011). Contrariamente, la segunda opcion no es invasiva, pero resulta dificil de aplicar en
condiciones de campo y conviene asegurarse de que la muestra es depositada individualmente.
Cabe destacar que se trata de un tipo de muestra que permite una extraccion seriada en cortos
periodos de tiempo y que se puede conservar a temperatura ambiente durante dias, puesto que

los GC en saliva se mantienen relativamente estables (Lutz et al., 2000).

- Heces y orina:

La monitorizacion de la actividad adrenal a partir de la cuantificacién de metabolitos de GC en
excretas (heces y orina) ha cobrado protagonismo debido a su bajo grado de invasién (Palme,
R., 2005). En este tipo de muestras, la cantidad de hormona obtenida corresponde a la
concentracion plasmatica en un periodo de tiempo anterior: 6-24h en heces, dependiendo de la
especie (Hulsman et al., 2011; Sheriff et al., 2011), u horas antes en orina (Zeugswetter et al.,
2013; Galeandro et al., 2014). Los GC plasmaticos son conjugados en el higado y secretados via
renal e intestinal. Mientras que el total de GC presentes en heces se encuentra metabolizado, en
orina puede aparecer una pequefia cantidad inalterada (Bahr et al., 2000; Touma and Palme.,

2005; Palme et al., 2013). Para la eleccion de uno u otro tipo de muestra, hay que tener en
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cuenta la especie animal objeto de estudio. En mamiferos, la proporcién y estructura de los
metabolitos de GC secretados en orina y heces difiere entre especies, e incluso entre sexos
(Touma et al., 2003; Palme et al., 2005). Concretamente, en los felinos el andlisis de orina no es
una opcion viable ya que los esteroides se secretan casi exclusivamente via fecal (Schatz and
Palme, 2001; Brown, J.L., 2006) y, ademas, ocasionalmente eliminan orina por “spraying”,
limitando la viabilidad de este procedimiento (Graham and Brown, 1996). En el caso de aves y
reptiles, debido a que ambas excretas se expulsan conjuntamente a través de la cloaca, la
proporcion de metabolitos de GC de cada muestra suele ser desconocida (Klasing, K., 2005).

Un aspecto importante a tener en cuenta es que los metabolitos de glucocorticoides fecales
(FGM) pueden verse afectados por diferentes factores depdendientes del ambiente y de la propia
muestra (Sheriff et al., 2011). Washburn y Millspaugh documentaron que se producian
alteraciones de las concentraciones de FGM con el incremento de la humedad (Washburn and
Millspaugh, 2002). Por otra parte, Hulsman et al., observaron una disminucién de los niveles de
FGM al analizar muestras 5-6 horas después de la defecacion, y a las cuales no se les aplicé
ningln tratamiento de preservacién (Hulsman et al., 2011). Finalmente, se ha documentado que
la actividad enzimatica de los microorganismos fecales es capaz de perturbar, ya sea
aumentando o disminuyendo, los niveles de metabolitos hormonales (Touma and Palme, 2005;
Palme, R., 2005; Khan et at., 2002). Por lo tanto, es recomendable obtener muestras frescas y
procesarlas lo mas rapidamente posible. De no ser asi, el material fecal debe ser congelado,
deshidratado o conservado en azida sodica o alcohol (Khan et al., 2002; Terio et al., 2002;
Millspaugh and Washburn, 2004; Keay et al., 2006).

- Pelo y plumas:

De todas las matrices bioldgicas mencionadas, el pelo es la que registra mejor la exposicion de
un animal a GC, en relacion al tiempo. Asi, los niveles observados reflejan las concentraciones
plasmaticas a lo largo de semanas 0 meses, lo cual convierte a este tipo de muestras en un medio
ideal para examinar los efectos de factores estresantes cronicos (Sheriff et al., 2011; Feng et al.,
2016). La escala de tiempo exacta dependera de la ratio de crecimiento del pelo.

Las plumas también ofrecen esta informacion a largo plazo, e incluso permiten un registro
todavia més concreto de la cantidad de glucocoriticoides en el tiempo, gracias a su patron de
crecimiento (Bortolotti et al., 2009).

Ambas muestras son faciles de obtener y es posible almacenarlas a temperatura ambiente. Se
pueden tomar recortando o extrayendo de raiz, aunque esta Ultima técnica no es de eleccion en
mamiferos ya que un estudio previo demostr6 que el foliculo es capaz de sintetizar cortisol en

respuesta a la estimulacién con hormona liberadora de corticotropina (Ito et al., 2005), y podria
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generar resultados sesgados. Para registrar las concentraciones en un tiempo conocido, es
necesario recortar el pelo o las plumas de una determinada zona, inmediatamente antes del
inicio del periodo de interés, y posteriormente analizar la concentracion de GC tomando las
muestras que han vuelto a crecer en la misma region corporal (Paul et al., 2007).

- Otras:

Existen otras matrices bioldgicas a partir de las cuales se puede analizar la concentracion de
cortisol o corticosterona. Para evaluar la respuesta de estrés en peces, algunos estudios utilizan
muestras de escamas (Gesto et al., 2015; Aerts et al., 2015) o incluso de agua, ya que el cortisol
es expulsado a través de las branquias (Félix et al., 2013).

En hembras de mamiferos, también es posible registrar los niveles de GC en la leche. Las
muestras pueden ser obtenidas por eyeccion manual o estimulando la secrecién mediante
inyecciones de oxitocina (McDonald and Fuller, 2005; Walker et al., 2008).

Una técnica empleada para monitorizar la actividad del eje adrenocorticotropo durante el
periodo de puesta en aves, es calcular la concentracién de GC en huevos (Love et al., 2008)

Y, finalmente, en reptiles también se ha utilizado la piel para cuantificar los niveles de

corticosterona (Berkvens et al., 2013).

Los métodos para la deteccion de GC més utilizados a dia de hoy son los inmunoensayos (Mostl
et al, 2005), especialmente aquellos que emplean marcadores enzimaticos (EIA o ELISA); o
is6topos radioactivos (radioinmunoensayos (RIA). Ambos se caracterizan por presentar altos
indices de sensibilidad y especificidad. Sin embargo, los RIA cuentan con una serie de
inconvenientes relacionados con el uso de material radioactivo: riesgo para el personal
investigador, problemas con los desechos radioactivos, requerimiento de infraestructura
especializada y equipamiento costoso (Skrzipczyk and Verdier, 2013). Los inmunoensayos con
marcadores enzimaticos, en cambio, no suponen un riesgo importante para la salud y no
requieren de material ni procedimientos muy sofisticados, por lo que se pueden llevar a cabo sin
necesidad de personal altamente cualificado ni a costes econémicos tan elevados (Lequin, R.,
2005).
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Por lo tanto, la cuantificacion de los GC (o sus metabolitos) en muestras animales mediante
inmunoensayos, puede ser utilizado como indicador fisioldgico de la actividad adrenal y de la
respuesta de estrés, de tipo crénico (Brown, J.L., 2006; Gow et al., 2010). Cabe destacar, no
obstante, que, para una interpretacion fiable de los resultados, cualquier método aplicado para
medir niveles hormonales debe ser sometido a un sistema de validacién, de tal manera que las
limitaciones de la técnica puedan ser definidas (Buchanan and Goldsmith, 2004). Ello requiere,
por un lado, que la validacién tenga lugar para cada especie y matriz bioldgica y, por el otro, la
determinacion de la eficiencia de extraccion para la hormona diana, en la especie y sustrato de
interés (Mostl et al, 2005; Sheriff et al., 2011). De acuerdo con Buchanan y Goldsmith, este
hecho es particularmente importante cuando se trabaja con material fecal, dado que en este
sustrato bioldgico las diferentes sustancias presentes se someten a procesos de degradacion, lo
cual propicia la formacién de compuestos que pueden originar reacciones cruzadas, uniéndose
inespecificamente a los anticuerpos (Buchanan and Goldsmith, 2004). Khan et al., demostraron
este suceso en un estudio donde aparentemente se detectd que los niveles de GC fecales se
duplicaban en muestras analizadas 90 dias posteriores a su recogida, en comparacion con la

concentracion observada en heces frescas (Khan et at., 2002).

Estos métodos de validacion pueden ser de tres tipos: fisioldgicos, biologicos o bioquimicos
(Touma and Palme, 2005). Mientras que los dos primeros normalmente requieren de la
manipulacion de los animales, los métodos de evaluacion bioquimicos se basan en el analisis
laboratorial de una serie de parametros (sensibilidad, especificidad, precision, exactitud,
paralelismo y linealidad), con el fin de verificar que la técnica de cuantificacion detecta de
manera fehaciente los analitos diana, y no otras sustancias (Hernandez-Jauregui et al., 2005;
Berkvens et al., 2013).

Un aspecto importante a tener en cuenta es que los niveles basales de estas hormonas no se
mantienen constantes, sino que estan sujetos a variaciones en respuesta a diversos factores
biolégicos, ambientales, o sociales. Como consecuencia, estas diferencias en las
concentraciones sanguineas también afectan a las concentraciones en otras matrices bioldgicas
(Touma and Palme, 2005).

Cortisol y corticosterona son secretados en diferente proporcion dependiendo de la especie
animal. En muchos primates, carnivoros y ungulados, el GC predominante es el cortisol,
mientras que, en roedores, lagomorfos, aves y reptiles, es la corticosterona (Touma and Palme;
2005). La ratio aproximada de cortisol:corticosterona en algunos mamiferos es: perros, 2:1 -

5:1; humanos y gatos, 5:1 - 10:1, ratas y conejos 0.05:1 (Pineda and Dooley, 2003).

Ciertas especies animales muestran diferentes concentraciones de FGM, en funcién del sexo

(Keay et al., 2006). Algunos estudios documentan mayores concentraciones en hembras,

39



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

(Touma et al., 2004) como ocurre en perros y gatos domésticos (Schatz and Palme, 2001);
mientras que otros describen niveles superiores en machos (Cavigelli et al., 2005). No obstante,
también se han documentado casos en los cuales no se han encontrado diferencias entre los
niveles de FGM en relacién al sexo (Sands and Creel, 2004).

En cuanto a la integridad del aparato reproductor, se ha observado disparidad en los resultados
de diferentes estudios. Seale et al., documentaron que los niveles sanguineos de corticosterona
en ratas de laboratorio, eran significativamente superiores en machos castrados que en machos
enteros; pero se observo el efecto contrario en el caso de las hembras (Seale et al., 2004). En
dos estudios que implicaban hembras de gato doméstico se concluyd, en uno de ellos, que los
niveles de cortisol en pelo eran significativamente superiores en hembras
ovariohisterectomizadas que en hembras intactas (Finkler and Tekler., 2010); y en el otro, no se
encontraron diferencias estadisticas en la cortisolemia de ambos tipos de hembras (Chatdarong
et al., 2006).

Estas variaciones interindividuales también pueden ser debidas a la edad. Laudenslager et al.
observaron que los niveles de cortisol en pelo de primates no humanos disminuian con la edad
(Laudenslager et al., 2012).

En muchos animales vertebrados se han documentado oscilaciones de las concentraciones
plasmaticas de GC en intervalos regulares cada 24 horas (Millspaugh and Washburn, 2004;
Dumbell et al., 2016). Generalmente, los picos de secrecién hormonal se dan justo antes del
inicio de la fase activa, es decir, al final del periodo oscuro en primates y otros animales
diurnos; y hacia el final del periodo luminico en animales nocturnos, como muchas especies de

roedores y los gatos (Touma and Palme; 2005; Aurich et al., 2015).

Numerosos estudios indican que los niveles basales de GC en aves, mamiferos, reptiles y
anfibios, se modulan estacionalmente. (Huber et al., 2003; Barja et al., 2011; Sheriff et al.,
2011). Aunque el significado bioldgico, asi como los mecanismos implicados en este patron
todavia se desconocen, en el ciclo anual de produccion de GC tiende a aparecer un pico de
secrecion durante el periodo de cria (Romero, L., 2002). En cambio, otras especies animales
muestran niveles de secrecion mas elevados durante las estaciones frias, lo cual podria
explicarse como una respuesta adaptativa frente a condiciones ambientales adversas (Huber et
al., 2003).

También se han documentado oscilaciones en la eliminacién de estas hormonas frente a
precipitaciones, nieve y otros fenémenos meteoroldgicos (Washburn and Millspaugh, 2002;
Huber et al., 2003).

Otro factor que puede alterar los niveles basales de GC es el patron de alimentacion y el tipo de

dieta (Millspaugh and Washburn, 2004). Schibler et al. describen un pico de secrecion de
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cortisol en el momento de la ingestion (Schibler et al., 2003). Algunos estudios en mamiferos
salvajes también documentan una activacion del eje corticotropo cuando se produce una
restriccion de la alimentacion, coincidiendo con épocas de escasez de alimento Huber et al.,
2003). No obstante, este aspecto parece no influir en animales que viven en cautividad ya que el
acceso al alimento es constante (Mdstl and Palme, 2002).

En cuanto a la composicién de la dieta, se ha observado que un exceso de fibra puede
incrementar los niveles de FGM, como resultado de un aumento del transito intestinal y, por
tanto, una disminucién de la reabsorcion de GC, asi como de la accion metabdlica de la
microbiota intestinal (Millspaugh and Washburn, 2004). En el caso de animales carnivoros, el
consumo directo de GC presentes en sus presas, puede traducirse en un aumento de los niveles

fecales de la hormona y/o sus metabolitos. (Keay et al., 2006).

Algunos procesos fisiologicos relacionados con la reproduccion o la presencia de enfermedades
también pueden alterar los niveles de GC (Barja et al., 2011; Sheriff et al., 2011). Lynch y Bardi
documentaron que se producian picos de secrecion de estas hormonas en hembras de primates
coincidiendo con el celo (Lynch et al., 2002) y la gestacion (Bardi et al., 2003). EI mismo
patron se observo en hembras de otros mamiferos durante el periodo de lactacion (Kenagy and
Place, 2000).

En cuanto a los procesos patoldgicos, Balaji et al. observan un aumento prolongado del cortisol
plasmatico en cerdos infectados por Salmonella thyphimurium (Balaji et al., 2000) y

Actinobacillus pleuropneumoniae (Balaji et al., 2002).

Las relaciones entre conespecificos también pueden activar el eje adrenocorticotropo,
dependiendo del tipo y frecuencia de interaccion, tanto en animales gregarios como solitarios
(De Vries et al., 2003; Creel et al., 2013).

Algunos estudios llevados a cabo en animales sociales, han demostrado que los niveles de
cortisol producidos son directamente proporcionales al tamafio del grupo (Creel et al., 2013;
Dettmer et al., 2014). Creel et al., observaron este fendmeno en leones salvajes, y explican que
podria ser debido a que las interacciones sociales activan el eje adrenocorticotropo (Creel et al.,
2013). Dettmer et al., también obtuvieron resultados similares en macacos salvajes, y lo
atribuyen al incremento de la competicion por los recursos, incluyendo alimento, apareamiento,
refugio; o al establecimiento de jerarquias (Dettmer et al., 2014).

También se ha descrito que el estatus social influye en la actividad del eje HPA (Barja et al.,
2008; Molnar et al., 2014; Feng et al., 2016). No obstante, esta asociacion todavia no esta clara
ya que hay autores que documentan niveles elevados de GC en animales dominantes (Gesquire
et al., 2011) y otros en animales de rangos menores (Abbott et al., 2003).

Finalmente, como consecuencia de la interaccién de los animales con su entorno, se han

observado fluctuaciones de los niveles hormonales en respuesta a condiciones adversas de
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temperatura, humedad, ruido, tipo de suelo, disponibilidad de alimento, etc. (Carr, J., 2002;
Wingfield and Kitaysky, 2002; Johnstone et al., 2012)

Entre las directrices del Consejo asesor sobre enfermedades del gato (Advisory board on cat
diseases (ABCD) acerca de la prevencion de enfermedades infecciosas en colectivos felinos, se
incluye la adopcién de medidas de reduccion del estrés (Mostl et al., 2013), con el fin de
asegurar un buen estado de salud general de los animales, asi como minimizar el riesgo de
reactivacion y exacerbacién de los procesos infecciosos. Aunque la respuesta individual a los
estimulos estresantes no sélo depende del ambiente donde viven, sino también del
temperamento de cada gato, se conoce que estos animales son especialmente sensibles a los
efectos del estrés (ya sea social, ambiental, etc.), fundamentalmente, cuando residen en grupos
(Ramos et al., 2012; Maostl et al., 2013). Las principales causas que provocan estrés en gatos
domésticos, han sido documentadas en varios estudios (Mostl et al., 2013; Amat et al., 2016).
Estos autores describen una serie de pardmetros, tales como grado de confinamiento (nimero de
animales por metro cuadrado), cambios ambientales (introduccion de nuevos individuos en un
colectivo, 0 cambios de rutina), falta de enriquecimiento ambiental, y conflicto entre individuos;
que desafian el bienestar de estos animales. Sin embargo, no existen evidencias que relacionan
el nivel de bienestar en colectivos felinos, con su eventual rol en la prevalencia de enfermedades

parasitarias.

Algunos estudios evaltan el nivel de estrés a partir de pautas de comportamiento observadas,
basandose en un sistema de puntuacién. Smith et al., se centraban en comparar el etograma de
gatos alojados en el mismo tipo de jaulas, para estimar el periodo de adaptacion a un colectivo.
Estudiaron gatos alojados en grupo, y observaron que ciertas conductas relacionadas con el
estrés, como vocalizacién o huida, disminuian rapidamente al quinto dia, mientras que otros
indicadores, como agresividad u ocultacion, menguaban gradualmente con el tiempo (Smith et
al., 1990). Los autores concluyeron que el contacto social entre los animales de un grupo
supone un estimulo estresante durante la primera fase de la estancia, pero ayuda a disminuir los
sintomas de estrés, a lo largo de varios meses.

Kessler y Turner, utilizaron este mismo procedimiento para comparar los niveles de estrés en
gatos alojados, en solitario, en parejas 0 en grupos, en un mismo centro durante dos semanas
(Kessler and Turner, 1997), pero no encontraron diferencias significativas entre el grado de
estrés en los diferentes grupos. Segun la metodologia descrita en este estudio, todos los gatos
procedian de hogares donde vivian como mascotas y, previamente al inicio de la observacion de
su comportamiento, se sometieron a un periodo de adaptacidn. Los autores sugirieron que
ninguno de los gatos alojados en parejas mostraron niveles significativos de estrés, ya que cada
par de individuos estaba familiarizado entre si, puesto que antes del estudio también residian

juntos en el mismo hogar. Los animales hospedados en grupo, tampoco mostraron indicios de
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estrés ya que, de acuerdo con los autores, la instalacion era muy espaciosa, 1o que ayudaba a
compensar el estrés generado por la presencia de individuos desconocidos. Finalmente, los
bajos indicios de estrés observados en los gatos aislados, se atribuyeron a la experiencia de
adaptacion previa dado que, durante este periodo, los gatos fueron alojados en las mismas
condiciones que durante la fase de observacion.

Ottawa y Hawkins, compararon el efecto del estrés en gatos alojados individualmente y en
grupos. En este estudio, se notificd que aquéllos que convivian con otros conespecificos
expresaban conductas que denotaban niveles de estrés superiores (Ottaway and Hawkins.,
2003). Los autores sugirieron que los individuos alojados en grupo, experimentaban mas estrés
debido a que tenian que lidiar con la presencia de individuos desconocidos. Sin embargo, ello
no suponia una amenaza para su bienestar, dado que los nivels de estrés no eran extremos, ni
tampoco prolongados.

Broadley et al., idearon un experimento donde agruparon una serie de gatos, entre los cuales se
encontraban individuos que previamente habian convivido con otros conespecificos, y otros que
no habian mantenido contacto con otros gatos. El objetivo era comparar los niveles de estrés, de
acuerdo con un sistema de puntuacion que se analizaba semanalmente, durante 2 meses. Aungue
no se encontraron diferencias significativas entre los patrones de conducta de ambos grupos, al
final del estudio, se observd que los individuos sin historial previo de contacto con otros
conespecificos, mostraban niveles de estrés superiores que el grupo de gatos con convivencia
previa, durante la primera semana. Con este hallazgo, se concluyé que aquellos individuos que
no estaban acostumbrados a la presencia de otros gatos, experimentaban mas estrés durante los
primeros dias de alojamiento comun, como respuesta de adaptacion a un estimulo ambiental
insolito (Broadley et al., 2014).

En otras publicaciones, ademas de analizar la respuesta de estrés a través del etograma, se
incluyeron valores de concentracién de cortisol urinario. Carlstead et al.; cotejaron ambos
parametros en dos grupos de gatos de un refugio, a uno de los cuales se mantenia con la rutina
de cuidado diario habitual, mientras que en el otro se alteraba dicha rutina con medidas como
privacion de alimento ocasional o cambios de jaula, entre otros (Carlstead et al., 1993). Estos
autores observaron que, en el segundo grupo, los niveles hormonales eran superiores y, ademas,
mostraban patrones de comportamiento diferentes del grupo control, tales como disminucion de
la actividad fisica y exploratoria. De acuerdo con los resultados observados, se concluyé que los
gatos confinados son extremadamente sensibles a la calidad del manejo por parte de los
cuidadores.

Por otro lado, Rochlitz et al., relacionaron las pautas de comportamiento y los niveles de
cortisol urinario, en gatos recién introducidos en un colectivo, para comprobar el periodo de

adaptacion durante la cuarentena (Rochlitz et al., 1995). En este caso, se observo que las
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concentraciones hormonales en orina disminuian sucesivamente, coincidiendo con la
manifestacion de conductas no vinculadas con el estrés, hacia la quinta semana de cuarentena.
Finalmente, Uetake et al.; compararon los niveles de estrés que experimentaban 6 gatos, cuando
eran alojados en grupo, de cuando eran separados posteriormente para ser ubicados en jaulas
individuales; detectando niveles de estrés (comportamentales y fisiolégicos) inferiores cuando
residian en grupo (Uetake et al., 2013). De acuerdo con estos autores, cuando estos gatos
estaban aislados, individualmente, eran menos activos, pese a que contaban con un espacio
amplio y enriquecido. Asi, sugirieron que la reduccion de la locomocion y el recreo, se debia a
una falta de socializacion con otros conespecificos.

Entre los diferentes objetivos que se planteaban en estos tres Gltimos trabajos, se establecié una
correlacién positiva entre los indicadores de estrés fisiologico y de comportamiento. En cambio,
no se detectd este patrén entre ambos parametros, en un estudio que comparaba los niveles de
estrés en gatos alojados en colectivos con diferente enriquecimiento ambiental (McCobb et al.,
2005). Tal y como describen McCobb et al., se estudiaron grupos de gatos en 4 centros, dos de
los cuales eran refugios animales con instalaciones antiguas y donde también se alojaban perros;
mientras que los otros dos eran refugios de obra nueva, y cuya arquitectura estaba especialmente
disefiada para reducir el estrés de los gatos, ademas de permanecer completamente aislados del
contacto con otros animales de diferente especie. Aunque el andlisis de la conducta no se
ajustaba a lo observado en el analisis de los parametros fisioldgicos, se determin6é que los
niveles de cortisol urinario eran significativamente mas bajos en los gatos residentes en los
refugios mas modernos y aislados de los perros, que en los antiguos donde, ademas, también

residian perros.

A diferencia de los anteriores, otros investigadores abogan por medir la actividad adrenal
mediante el analisis de muestras fecales. Los trabajos publicados, no obstante, involucran
felinos domésticos que conviven estrechamente con sus propietarios. Ramos et al., compararon
asi la respuesta de estrés en gatos que cohabitaban con otros conespecificos frente a otros que
vivian en solitario (Ramos et al., 2012; Ramos et al., 2013). En ambos estudios, no se
encontraron relaciones estadisticamente significativas entre el alojamiento individual o
colectivo, y la concentracion de FGM. Los autores sugieren que la calidad del entorno (espacio
utilizable, o relacion con humanos), o el grado de predictibilidad ambiental, podrian ser factores

mas importantes para controlar el estrés en gatos en cautiverio.

Son escasas las evidencias que asocian la prevalencia de parasitosis con la actividad del eje
HPA. No existen estudios realizados en el gato doméstico, en cambio, se han publicado algunos
en primates salvajes, donde los diferentes autores plantean la hipétesis de que aquellos
individuos que registran niveles mas elevados de FGM, son méas susceptibles de sufrir algin

tipo de infecci6n provocada por parasitos intestinales, dado que el estrés afecta negativamente a
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la actividad inmune (Chapman et al., 2006; Muehlenbein, M., 2006; Gillespie et al., 2013).
Muehlenbein et al., confirmaron esta hipotesis cuando observaron una prevalencia de infeccion
parasitaria significativamente més alta en un grupo de chimpancés, en los cuales se detectaron
niveles superiores de GC fecales. En cambio, Gillespie et al., y Chapman et al., en sus estudios
con gibones y colobos, respectivamente, no documentaron tal asociacion. De acuerdo con estos
autores, la deteccion de algunos parasitos varia en funcion de la época del afio. En sus estudios,
por ejemplo, detectaron menor prevalencia de infeccion parasitaria durante el periodo de Iluvias,
concluyendo que la prevalencia de parasitosis responde a un patron estacional, mas que a

factores fisiologicos.
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente proyecto de tesis doctoral se enmarca en el contexto de los colectivos felinos,
concretamente, centros de acogida, gateras, colonias felinas, y criaderos. Por las caracteristicas
inherentes de cada uno de ellos, asi como del estilo de vida de los gatos alojados, se esperan
obtener diferentes prevalencias de parasitos que eliminan formas de transmision, en funcion del
colectivo. El anélisis de las caracteristicas ambientales y las pautas de manejo, ayudara a
describir los factores de riesgo que contribuyen a la diseminacién y mantenimiento de estas
parasitosis, y dificultan su prevencion. De esta manera, se estima que las prevalencias
observadas sean méas altas en aquellos colectivos donde se lleven a cabo précticas de
alojamiento, medidas higiénicas, o protocolos antiparasitarios, mas deficientes.

Diferentes estudios epidemioldgicos realizados en gatos de colectivos, situan algunos parésitos
de trascendencia en salud publica, como Giardia spp., Cryptosporidium spp., 0 Toxocara spp.,
entre los més prevalentes. EI nematodo ascarido del gato doméstico es considerado un
importante agente zoon6tico, mientras que los otros dos protzoos requieren de un diagnéstico
molecular que avale su potencial zoonético, puesto que no todas las especies del género
Cryptosporidium, ni todos los genotipos de Giardia spp., pueden afectar al ser humano. Asi, el
estudio molecular podria revelar la circulacion de genotipos o especies, de relevancia para la

salud humana.

A pesar de las diferentes caracteristicas propias de cada colectivo, el principal objetivo de todos
ellos es velar por el bienestar de los animales alojados. Una de las herramientas mas utilizadas
para evaluar el nivel de bienestar animal es la respuesta al estrés. Este se puede valorar a partir
de la cuantificacién de GC (cortisol), o sus metabolitos, en distintas matrices biolégicas. En el
presente trabajo se espera obtener diferentes valores medios de concentracion de cortisol fecal,
para cada colectivo, que se podran relacionar con las medidas de manejo previamente citadas,
asi como con otros factores documentados como causantes de estrés en gatos domésticos, y que
comprometen el bienestar de estos animales. Finalmente, y como consecuencia de los efectos
nocivos de los glucocortidoides sobre el sistema inmune, se puede hipotetizar que aquellos
colectivos donde se observen mayores concentraciones de GC fecales, seran aquéllos con las

prevalencias mas altas de parasitosis intestinales, o coinfecciones.

Para confirmar o refutar estas hipétesis, se plantean los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

1. Determinar la prevalencia de parasitos que eliminan formas de transmision parasita en heces,
en distintos colectivos felinos, y evaluar qué factores de riesgo, asociados a las instalaciones y al

manejo, pueden intervenir en el mantenimiento y transmision de éstos.

2. ldentificacion de genotipos de Giardia spp. y especies de Cryptosporidium spp., en muestras

de heces de gatos alojados en diferentes colectivos felinos.

3. Evaluar la respuesta de estrés, mediante la cuantificacion de FGM, en gatos alojados en
diferentes colectivos felinos, y relacionar el factor de estrés con la prevalencia de parasitosis

intestinales.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. COLECTIVOS FELINOS

Muestras:

El presente proyecto de tesis doctoral se Ilevo a cabo en gatos domésticos (Felis silvestris
catus), alojados en diferentes colectivos de Catalufia: centros de acogida, gateras, colonias

felinas y criaderos.

Los criterios de seleccion se basaron en animales adultos (>1 afio de edad) y que no hubieran

recibido ningun tratamiento antiparasitario interno en los tres meses precedentes al estudio.

De cada una de las poblaciones muestreadas, se recogieron muestras de heces frescas presentes
en el suelo o en la bandeja de deposicion, y se procesaron mediante técnicas de diagndstico
parasitoldgico, y de cuantificacion de FGM.

2. CUESTIONARIO

Con el objetivo de identificar los factores de riesgo relacionados con el ambiente y el manejo,
implicados en la transmision y mantenimiento de parasitosis que eliminan formas de
transmision en heces, se elabor6 un cuestionario para recopilar informacion acerca del tipo de

colectivo, los animales alojados, las instalaciones y el manejo.

El cuestionario se realiz6 en el momento del muestreo y fue contestado por el veterinario del
centro, en centros de acogida y gateras, mientras que, en colonias felinas y criaderos, lo hizo el

director o el encargado del colectivo.

- Colectivo: se incluyeron datos sobre el tipo de colectivo (centro de acogida, gatera, colonia

felina o criadero) y, en el caso de los centros de acogida, las especies alojadas

- Animales: se registré el nimero de individuos alojados, la edad, la raza, y el estatus de
infeccion para el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) y el virus de la leucemia felina
(FeLV)

- Instalaciones: se anot6 informacion acerca de las dimensiones de los boxes o jaulas, el tamafio
del grupo, el tipo de suelo (cemento, madera, tierra), y el material de la bandeja de deposiciones

(serrin, papel de periddico o sepiolita)

- Manejo: se pregunt6 acerca de la cuarentena (si se aplicaba o0 no y, en caso afirmativo, su
duracidn), el protocol antiparasitario (fecha de la ultima desparasitacion, control coprolégico

pre- y post-tratamiento, tipo de tratamiento (frecuencia y productos utilizados) y forma de
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aplicacién (comprimido oral, pasta oral, spot-on), y los protocolos de limpieza y desinfeccion
(frecuencia de retirada de las deposiciones y del cambio de material de la bandeja, método de
retirada de la materia organica del suelo (con manguera o escoba); las medidas de desinfeccién
(frecuencia y productos utilizados (uniproducto, combinaciéon o alternancia de productos),
método de aplicacién (simultaneo a la limpieza o no, y tiempo de actuacion del desinfectante).

Estudio coproldgico

Para la deteccion de parasitos que eliminan formas de transmision a través de las heces, se
seleccionaron las muestras de heces mas frescas que se transportaron al laboratorio de la Unidad
de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad Auténoma de Barcelona, en
neveras portatiles y se mantuvieron a 4°C hasta su posterior procesamiento que, en ningln caso,

fue superior a 48h, desde el momento de la recogida.

Antes de procesarlas, se evalud la consistencia de la muestra a partir de un sistema de
puntuacion (Nestlé Puina Fecal Scoring System), en el cual se establece una gradacion del 1 al
7, donde el valor méas bajo se corresponde con una muestra de consistencia soélida y que no deja
residuo al ser recogida, mientras que el mas alto es una muestra completamente liquida, sin

forma ni textura. (Anexo I).

Seguidamente, se realizd un examen macroscOpico para detectar la presencia de posibles

estadios parasitarios adultos, fragmentos de parasitos o progl6tides de cestodos.

Las muestras se procesaron mediante diferentes analisis coproldgicos. En primer lugar, se aplicd
la técnica de concentracion por flotacion en sulfato de zinc (ZnSO,) 33% (8 = 1.18), con
centrifugacion (Anexo Il), de acuerdo con el protocolo empleado en el estudio de Zajac et al.
(Zajac et al., 2002). Las preparaciones se examinaron a 100X y 400X aumentos, utilizando un
microscopio optico. Las formas de transmision parasitas detectadas fueron identificadas

mediante claves taxonémicas en base al anélisis morfométrico (Zajac and Conboy, 2012).

Aquellas muestras donde fueron detectados quistes de Giardia spp., mediante la técnica de
concentracion por flotacion y centrifugacion, se clasificaron en funcion de la intensidad de
infeccion, en base al nimero de quistes presentes en cada campo de observacion, tal y como se
describe en el trabajo de Strand et al. (Strand et al., 2008): (+), <10 quistes por campo de
observacion; (++), >10 a <50 quistes por campo de observacion; y (+++), >50 quistes por

campo de observacion.
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Un porcentaje de muestras que fueron puntuadas con un grado de consistencia entre 5y 7
(58/218), se analizaron mediante un test de inmunofluorescencia directa (Kit MeriFluor®
Cryptosporidium/Giardia, Meridian Bioscience, Inc., Cinciannati, USA), a partir de un
protocolo estandarizado por Geurden et al., (Geurden et al., 2008). Tras homogenizar 1g de
muestra en 10 mL agua, se realizaron tres lavados con centrifugacion, y el sedimento resultante
se homogenizd en 3 mL de agua. Después se resuspendieron 250 pL de la mezcla en 1.5 mL de
agua, y se aplicaron otros tres lavados con centrifugacion. Posteriormente, se depositaron 45 pL
de la muestra problema en el portaobjetos, y se dejé secar a temperatura ambiente para
favorecer la formacion de la capa de antigenado. Finalmente, la muestra antigenada se incub6
junto con el anticuerpo monoclonal unido a isotiocianato de fluoresceina (FITC), y se realizo la
lectura con un microscopio de fluorescencia (Anexo Ill). Este método permite la deteccion de
antigenos especificos de la pared celular de los quistes de Giardia spp. y los ooquistes de
Cryptosporidium spp., gracias a la presencia de anticuerpos monoclonales unidos a FITC. Las
preparaciones se examinaron a través del microscopio de fluorescencia (Olympus® modelo
BHT, MicroPlanet, Sant Cugat, Espafia) a 400X y 1000X aumentos.

Finalmente, se seleccionaron un conjunto de muestras frescas y con un grado de consistencia
entre 5y 7, para realizar un cultivo selectivo (InPouch™ TF-Feline®, BioMed Diagnostics,
White City, USA) (Anexo IV) con el fin de diagnosticar Tritrichomonas spp., Una vez recogida
la muestra, se retiraron las capas mas superficiales, para exponer las partes donde se concentra
mas la humedad. El hisopo se aplicd en esta parte mas profunda, y se inoculé en el medio de
cultivo, el cual se incubd verticalmente a 37°C. La lectura de los resultados se llevo a cabo a las
24 horas post-inoculacion, mediante la visualizacién en microscopio éptico de formas moviles,
compatibles con trofozoitos de Tritrichomonas spp. En caso de negatividad, se repitieron las
evaluaciones diariamente, hasta un maximo de 15 dias. Por otra parte, si el test fue considerado
positivo, se procedié con una tincién Diff-Quik, (Lun and Gajadhar, 1999), para confirmar la

presencia del protozoo tricomonadido (Anexo V).

Tras el diagnoéstico parasitoldgico, las muestras se conservaron a -80°C, para posteriores

estudios integrados en este proyecto de tesis doctoral.

3. ANALISIS ESTADISTICO

La prevalencia de infeccién, asi como la evaluacién de factores de riesgo, se analizaron a través
del programa Epi-Info 6.0 (CDC, Atlanta, GA, USA). Para comparar las diferentes variables, se

utilizé el test de Regresion Logistica para el anélisis multivariante, y el test Chi cuadrado para
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variables dicotomicas. Las correlaciones entre las diferentes variables se consideraron

estadisticamente significativas si el valor P era igual o inferior a 0.05.

Estudio molecular

1. MUESTRAS

Para el diagnostico mediante técnicas de biologia molecular se seleccionaron muestras,
procedentes de los diferentes colectivos felinos objeto de estudio (centros de acogida, gateras,
colonias, y criaderos). Un nimero de muestras fueron escogidas directamente tras ser
consideradas positivas a infeccion por Cryptosporidium spp., diagnosticadas a partir del método
de inmunofluorescencia directa; mientras que otras, se seleccionaron tras haber resultado
positivas a Giardia spp. por inmunofluorescencia directa, pero negativas a la flotacion. Para el
resto, los criterios de inclusién fueron muestras con resultado positivo a infeccion por Giardia
spp., mediante el método de flotacion, y que fueron clasificadas con, al menos, uno de los tres
criterios de Strand et al. (Strand et al., 2008), con preferencia por las que presentaban mayor
intensidad de parasitacion ((+++) > (++) > (+)).

Las muestras seleccionadas se homogenizaron en dicromato potasico 5% y se conservaron a
4°C, hasta su analisis en el laboratorio del Departamento de Enfermedades Infecciosas, del
Istituto Superiore di Sanita de Roma. para ello las muetsras se enviaron por mensajeria 24h en

refrigeracion y acumulador de hielo.

2. BIOLOGIA MOLECULAR

El diagnostico molecular se llevo a cabo en el laboratorio del Departamento de Enfermedades
Infecciosas, del Istituto Superiore di Sanita de Roma, mediante la técnica de PCR. Antes de
iniciar la reaccion enzimatica, se llevaron a cabo procesos de lavado, concentracion y extraccion
de DNA.
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2.1. Lavado

El objetivo de este paso es eliminar el dicromato potésico 5%, presente en las muestras para su
conservacion; asi como otro tipo de materiales macroscopicos, como sepiolita, estructuras
vegetales, o tierra. Las muestras se filtraron mediante un embudo de filtracién v,
posteriormente, se diluyeron en agua destilada. Este producto se centrifugd a 3500 rpm durante

10 minutos, proceso que se realiz6 por triplicado (Anexo VI A).

2.2. Concentracion

La finalidad de este paso es concentrar los quistes de Giardia spp. y ooquistes de
Cryptosporidium spp. Para ello, se mezclaron 3-5 mL del producto obtenido en el paso anterior,
con una solucién de flotacion, de densidad especifica conocida (sulfato de magnesio 6=1.19 o
sulfato de zinc 6=1.20). Al cabo de 5-10 minutos, se recupero el sobrenadante y se diluyé con
agua destilada. Este producto se centrifugé a 2200 rpm durante 8 minutos, por duplicado, con el
fin de eliminas la solucion de flotacion (Anexo VI B).

2.3. Extraccion de DNA

El aislamiento del DNA se realiz6 mediante el kit comercial (Fast DNA Spin Kit for feces®,
MP-Biomedics, Solon, Ohio). En primer lugar, se introdujo el producto resultante de la técnica
de concentracién previa, en un tubo de matriz de lisado. Acto seguido, se mezclé con una
solucion tampon de fosfato salino y una soluciéon de lisado, y se centrifugd a 14.000 rpm
durante 5 minutos. El sedimento resultante se introdujo en la maquina FastPrep®-24, a 6.0 m/s
durante 40 segundos, con el objetivo de desintegrar los quistes y ooquistes, por un método
fisico. El producto se transfiri6 a un tubo Falcon 15 mL, y se introdujo 1 mL de matriz de unién.
Después se purificaron las muestras con soluciones de lavado especificas y se centrifugaron a
14.000 rpm durante 2 minutos. Finalmente, se transfirié el producto a una unidad de captura
(Anexo VI C).

2.4. PCR v nested-PCR

La obtencidn de copias del fragmento de DNA diana se produjo en dos pasos. El producto de la
primera amplificacién se utiliz6 como molde para realizar una segunda ampliacién con

cebadores que se ubican dentro de la primera secuencia (Ryan et al., 2003).
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- Giardia spp.: la reaccion enzimética para la deteccion de este protozoo flagelado se hace a

partir de los genes que codifican para la beta-giardina y la enzima triosafosfatoisomerasa (tpi).

Por una parte, se pretende amplificar un fragmento de 723 bp presente en el gen que codifica la
beta-giardina, una proteina estructural especifica de Giardia spp. Se prepara un volumen total
de 50 uL, de una mezcla de reaccion gque contiene: 5 uL de DNA, 25 pL de PCR Master Mix
2X (composicion: dATP 400 uM, dCTP 400 uM, dGTP 400 uM, dTTP 400 uM, MgCl, 3 mM,
Taq DNA polimerasa 50 U/MI), 1 uL de cebador directo externo, 1 pL de cebador reverso
externo y 18 pL de agua destilada. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un
termociclador, donde se programan 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacién (3
minutos / 94°C), hibridacién (30 segundos / 95°C, 30 segundos / 55°C, y 60 segundos / 72°C) y
extension (7 minutos / 72°C).

Con el objetivo de aumentar la sensibilidad y especificidad de la deteccion, se amplifica el
producto de la PCR, utilizando cebadores internos para un fragmento de 511 bp presente en el
producto de la primera reaccion. Se prepara un volumen total de 50 pL, de una mezcla de
reaccion que contiene: 5 pL del producto de amplificacion de la primera PCR, 25 pL de PCR
Master Mix 2X (composicién: dATP 400 uM, dCTP 400 uM, dGTP 400 pM, dTTP 400 pM,
MgCl, 3 mM, Tag DNA polimerasa 50 U/MI), 1 pL de cebador directo interno, 1 uL de cebador
reverso interno y 18 pL de agua destilada. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un
termociclador, donde se programan 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacién (3
minutos / 94°C), hibridacién (30 segundos / 94°C, 30 segundos / 53°C, y 60 segundos / 72°C) y

extension (7 minutos / 72°C).

Por otra parte, se pretende amplificar un fragmento de 550 bp presente en el gen que codifica la
enzima triosafosfato isomerasa (tpi). Se prepara un volumen total de 50 pL, de una mezcla de
reaccion que contiene los mismos componentes citados previamente para la PCR del gen beta-
giardina. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador, donde se programan
35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacion (2 minutos / 94°C), hibridacion (30
segundos / 94°C, 30 segundos / 50°C, y 60 segundos / 72°C) y extensién (7 minutos / 72°C).

En la segunda amplificacion se emplean cebadores internos para un fragmento de 511 bp
presente en el producto de la primera reaccion. Se prepara un volumen total de 50 pL, de una
mezcla de reaccion que contiene los mismos componentes citados previamente para la nested-
PCR del gen beta-giardina. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador,

donde se programan 35 ciclos bajo las mismas condiciones que la primera PCR para el gen tpi.
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- Cryptosporidium spp.: la reaccion enzimética para la deteccion de este coccidio se hace a
partir de los genes que codifican para la subunidad 18S del DNA ribosomal (18S rDNA) y para
el gen que codifica la COWP.

Por una parte, se pretende amplificar un fragmento de 763 bp presente en el gen que codifica la
subunidad 18S del DNA ribosomal (18S rDNA). Se prepara un volumen total de 50 pL, de una
mezcla de reaccion que contiene: 5 pL de DNA, 25 pL de PCR Master Mix 2X (composicion:
dATP 400 pM, dCTP 400 pM, dGTP 400 pM, dTTP 400 pM, MgCl, 3 mM, Tag DNA
polimerasa 50 U/MI), 1 uL de cebador directo externo, 1 pL de cebador reverso externoy 18 pL
de agua destilada. La reaccién de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador, donde se
programan 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacion (3 minutos / 94°C),
hibridacion (30 segundos / 94°C, 30 segundos / 58°C, y 60 segundos / 72°C) y extension (7
minutos / 72°C).

En la segunda amplificacion se emplean cebadores internos para un fragmento de 587 bp
presente en el producto de la primera reaccién. Se prepara un volumen total de 50 pL de una
mezcla de reaccion que contiene: el producto de amplificacion de la primera PCR, PCR Master
Mix 2X (composicion: dATP 400 uM, dCTP 400 uM, dGTP 400 uM, dTTP 400 uM, MgCl, 3
mM, Taq DNA polimerasa 50 U/MI), cebador directo interno, cebador reverso interno y agua
destilada. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador, donde se programan
35 ciclos bajo las mismas condiciones que la primera PCR para el gen 18S rDNA.

Por otra parte, se pretende amplificar un fragmento de 769 bp presente en, una proteina
estructural de la pared del ooquiste. Se prepara un volumen total de 50 pL, de una mezcla de
reaccion que contiene los mismos componentes citados previamente para la primera PCR del
gen 18S rDNA. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador, donde se
programan 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacién (3 minutos / 94°C),
hibridacion (30 segundos / 94°C, 30 segundos / 65°C, y 60 segundos / 72°C) y extension (7
minutos / 72°C).

En la segunda amplificacion se emplean cebadores internos para un fragmento de 553 bp
presente en el producto de la primera reaccion. Se prepara un volumen total de 50 pL, de una
mezcla de reaccion que contiene los mismos componentes citados previamente para la nested-
PCR del gen 18S rDNA. La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador,
donde se programan 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: denaturacion (3 minutos / 94°C),
hibridacion (30 segundos / 94°C, 30 segundos / 55°C, y 60 segundos / 72°C) y extension (7
minutos / 72°C).
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2.5. Productos de la nested-PCR

La lectura del producto resultante de la reaccion enzimética se hace mediante electroforesis en
gel de agarosa 1.6% y visualizados mediante la tincion con bromuro de etidio (0.5pg/mL). La
separacion de bandas se observa con un aparato de luz ultravioleta. (Anexo VI D)

2.6. Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP)

Para averiguar el genotipo de Giardia spp., se analizan los fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica mediante la enzima Haelll (Anexo VI E). Se prepara un volumen total de 20 pL, de
una mezcla de reaccién que contiene: 10 uL del producto de amplificacién de la nested-PCR
para la beta-giardina, 2 pL de solucion de tampdn 10X, 1 yuL enzima de restriccion (Haelll) y 7
pL agua destilada. Después se incuban los tubos sin agitacion en un Thermomixer, a 37°C

durante 4 horas.

La lectura de la RFLP se realiza mediante electroforesi en gel de agarosa 3% (Anexo VI F)

2.7. Purificacién del DNA vy Secuenciacién

Antes de secuenciar las muestras se purifica el DNA utilizando el kit comercial QIA quick PCR
purification Kit (Qiagen®, Hilden, Alemania) (Anexo VI G)

Una vez purificado el DNA, las muestras se remiten a la compafiia (BMR genomics, Padova,

Italia) para su secuenciacion (Anexo VI H)

El analisis de las secuencias obtenidas se llevé a cabo con el programa BioEdit v7.0.5. y se

compararon con otras secuencias registradas, en base al parametro “porcentaje de identidad”, en

GenBank (GenBank: Nucleotide Blast).
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Estudio bienestar: evaluacion de parametros de bienestar y
determinacion de cortisol y/o sus metabolitos en heces

1. MUESTRAS

Para el analisis hormonal, se seleccionaron aleatoriamente entre un 30-40% de las muestras
recogidas en los distintos colectivos. Para ello, se recogieron tanto muestras positivas como
negativas al diagnostico parasitologico, y de diferentes grados de consistencia. Tras el
diagnostico coproldgico, se llevo a cabo la extraccion de los FGM; y en aquellos casos en los
gue no fue posible el procesamiento inmediatamente después de la coprologia, las muestras

fueron conservadas a -80°C hasta el proceso de extraccion.

Con el objetivo de poder valorar la respuesta de estrés de tipo cronico, se llevd a cabo un

segundo muestreo complementario, de los mismos colectivos.

El periodo de tiempo entre ambos muestreos fue de un afio, aproximadamente.

2. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE BIENESTAR

En cada colectivo muestreado se solicitd a los veterinarios, o al personal encargado de las
instalaciones, informacién acerca de la presencia de perros, la densidad de poblacion felina
alojada, entrada de nuevos individuos y adopciones, y el enriquecimiento ambiental. Se recogi6
informacidn de estos items, de acuerdo con los parametros descritos por Amat et al. (2016), con

el fin de poder evaluar el grado de bienestar en cada uno de los colectivos:

- Contacto con perros: presencia de perros en las mismas instalaciones y, si se daba el caso, si

éste era constante (visual y/o auditivo) o puntual.
- Densidad de animales: nimero de individuos en relacion al area de las instalaciones.

- Cambios en la poblacion: se preguntd acerca del numero estimado de adopciones e

introducciones de nuevos individuos.

- Enriquecimiento ambiental: se cuantificaron los recursos de enriquecimiento ambiental

(escondites, rascadores, juguetes), en relacion al nimero de gatos alojados.

59



IV. MATERIAL Y METODOS

Para evaluar este pardmetro, se establecio una gradacién de tres niveles (0, 1, 0 2), en base a los

estudios de Mostl et al. (2013), y Pesavento y Murphy (2014), para el parametro “presencia de

perros”’; mientras que el “grado de confinamiento” se fijo en base a la publicacion de Rochlitz, .

(1999). El resto de factores se establecieron por criterio propio, ya que no constan evidencias al
respecto (Tabla 5)

PARAMETRO

0

1

2

PRESENCIA DE

No conviven en el mismo recinto,

Unicamente existe contacto visual,

Conviven en el mismo

recinto, pero tienen

Conviven en el mismo recinto

PERROS . ] . ) y tienen contacto visual
auditivo u olfativo, puntualmente | contacto auditivo u olfativo
GRADO DE
CONFINAMIENTO >3 m%/gato 1.67 m%gato - 3 m*/gato <1.67 m?/gato
(GATOS/m?)

CAMBIOS EN LA
POBLACION

La poblacion se mantiene estable
durante todo el afio, o hay
introduccién puntual de algunos

individuos

Introduccién de nuevos
individuos en determinadas
épocas del afio, llegando a

duplicar la poblacion

ENRIQUECIMIENTO
AMBIENTAL

Los gatos cuentan con un ambiente
enriquecido donde poder expresar
su comportamiento normal
(escondites, rascadores, juguetes,
zonas elevadas). Ademas, estos
recursos son abundantes, de tal
manera que se disminuye la

competitividad.

Los gatos no cuentan con
todos los recursos de
enriquecimiento ambiental
para poder expresar su
comportamiento normal
(escasez de juguetes o
rascadores). Ademas, aquellos
que estan presentes, son

limitados.

Tabla 5. Gradacién de los diferentes parametros que causan estrés en el gato doméstico
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3. EXTRACCION DE HORMONAS ESTEROIDES

Antes de cuantificar, los FGM deben ser extraidos de la muestra. Los extractos se obtuvieron
siguiendo el protocolo del estudio de Tall6-Parra et al. (Tall6-Parra et al., 2015). En primer
lugar, las muestras fueron introducidas en una estufa a 37°C durante 48 horas, para eliminar la
humedad. Una vez secas, se pulverizaron manualmente y se recogieron 300 mg. Después se
mezclaron con de agua destilada y 3 mL de metanol, y se homogenizaron en vértex durante 30
minutos. Finalmente, la mezcla se centrifugd a 3.000 rpm durante 15 minutos, y se obtuvo 1 mL

de sobrenadante. Este producto fue congelado a -80°C, hasta su analisis (Anexo VII).

4. ANALISIS HORMONAL Y TEST DE VALIDACION

La concentracion de FGM, asi como la validacién bioquimica, se determinaron a través de un
EIA especificamente disefiado para la deteccion de cortisol (Neogen® Corporation Europe, Ayr,
UK). (Anexo VIII)

La cuantificacion de FGM se inicia con la preparacion de cuatro soluciones estandar, de
diferentes concentraciones hormonales (1 pg/mL, 20 ng/mL, 2 ng/mL, y 0.2 ng/mL), y con la
dilucién del conjugado hormona-enzima. A continuacion, se afiaden 50 pL de los estandares y
las soluciones problema, en los pocillos de la placa ELISA. Tras 1 hora de incubacion a
temperatura ambiente, los pocillos se lavan con una solucién de lavado y, acto seguido, se
afladen 150 pL de sustrato a cada pocillo. Después de una breve incubacién a temperatura
ambiente (30 minutos), se afiade 150 pL de acido clorhidrico a cada pocillo, y se procede con la

lectura de la placa a 650 nm.

Para la validacion del ensayo, se cred un pool de extracto de heces, mezclando aleatoriamente

20 muestras procedentes de diferentes colectivos felinos.

La precision fue evaluada calculando los coeficientes de variacién (CV) intra- e interensayo
(Food and Drug Administration, 2015).

La especificidad se analiz6 mediante el test de dilucion. Para ello se utilizaron diluciones 1:1,
1:2, 1:5y 1:10, del pool de muestras con el EIA buffer.

La exactitud del ensayo se evalu6 mediante el test de eficiencia de extraccién, calculado
afiadiendo concentraciones de 50, 100 y 200 pL del pool de muestras, en concentraciones de

200, 100 y 50 pL de cortisol externo, respectivamente.
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De acuerdo con el fabricante, la reaccion cruzada del anticuerpo del EIA con otros esteroides es
la siguiente: prednisolona 47.4%, cortisona 15.7%, 11-deoxycortisol 15%, prednisona 7.83%,
corticosterona  4.81%,  6B-hidroxicortisol ~ 1.37%,  17-hidroxiprogesterona  1.36%,
deoxicorticosterona 0.94%. Los esteroides con un porcentaje de reaccion cruzada inferior a
0.06% no se incluyen.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante los programas R! Software (R-project, Version
3.0.1, R Development Core Team, University of Auckland, Nueva Zelanda) y Matlab (Matlab
and Statistics Toolbox Release 2012b, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United
States). Las correlaciones entre las diferentes variables se consideraron estadisticamente
significativas si el valor P era igual o inferior a 0.05).

La comparacién de las variables numéricas con las variables cualitativas se estructurd en cuatro
categorias (una para cada colectivo). Para cada una de ellas, se calcul6 el nivel medio de la
variable numérica y la desviacién tipica, omitiendo los individuos de los cuales no se obtuvieron
valores. Las categorias fueron comparadas dos a dos, calculando a partir de los estadisticos un
valor X que seguia una distribucién normal o t-Student, en funcién del nimero de individuos en
cada categoria. Este valor X permitié entonces calcular un valor P, que determind si habia
evidencia estadistica de que los valores de la variable numérica eran realmente diferentes en
cada una de las categorias (test bilateral), o si eran mayores 0 menores en una categoria que en

la otra (test unilateral).
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V. RESULTADOS

Estudio coprolégico

1. COLECTIVOS FELINOS

El estudio se llevé a cabo en 27 colectivos, y se recogieron un total de 934 muestras fecales:

e 13 centros de acogida: 410 muestras.
e O gateras: 307 muestras.
e 7 colonias felinas, algunas situadas alrededor de los centros de acogida: 169 muestras.

e 4 criaderos:; 48 muestras

Antes de ser introducidos en el colectivo, los gatos eran sometidos a un test diagnéstico para
FIV/FeLV con un kit ELISA comercial. Un total de 811 presentaron resultados negativos para
ambos virus, mientras que 13 de ellos, que residian en gateras (n=11) y centros de acogida
(n=2), eran positivos para uno u otro. El estatus virico de 110 individuos era desconocido, la

mayoria de estos animales (n=102) pertenecian a colonias felinas.

2. CONSISTENCIA

La consistencia de las heces se evalud en 787 de las 934 muestras, y en todos los colectivos se
detectaron porcentajes muy similares. Aquellas muestras puntuadas con valores de consistencia
de 5-7 (n=218), es decir, que eran liquidas o presentaban una textura sin forma definida y que
dejaban residuos al ser recogidas, se detectaron en el 30% (n=93) de los centros de acogida, el

24.5% (n=67) en gateras, el 28% (n=43) en colonias felinas; y el 29% (n=14) en criaderos.

3. CUESTIONARIO

3.1. Instalaciones

3.1.1. Alojamiento

Todos los gatos eran alojados en grupos de 5 a 30 individuos (n=508) o de 35 a 80 (n=426). Los
colectivos donde se confinaba un porcentaje més alto de animales en grupos de 35 a 80
individuos, fueron las gateras (71%, n=217) y los centros de acogida (37%, n=150). Un 35%
(n=59) de los gatos de colonias, también eran congregados en grupos de estas dimensiones,

mientras que en todos los criaderos se mantenian grupos de 6-18 individuos.
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3.1.2. Bandeja de deposicion

El material de la bandeja de deposiciones mas comun en todos los colectivos fue la sepiolita
(n=661), sequido de tierra (n=72), serrin (n=34) y pellet (n=26). En los centros de acogida
muestreados se utilizaba sepiolita (n=333) y, serrin (n=34) y tierra (n=32). En gateras se registrd
el uso de sepiolita (n=235), pellet (n=26), y tierra (n=19). En colonias felinas sepiolita (n=45) y

tierra (n=21). En todos los criaderos se empleaba sepiolita (n=48).

3.1.3. Tipo de suelo

Gran parte de las instalaciones eran de cemento (n=501), o de tierra (n=352), Un elevado
porcentaje de centros de acogida (77.5%, n=318) tenian sustratos de cemento en sus
instalaciones, mientras que el 95% (n=149) de colonias eran espacios de tierra. En gateras se
registraron instalaciones de cemento (n=175) y tierra (n=111), y en los criaderos los suelos

estaban recubiertos por baldosas (n=48)

3.2. Manejo

3.2.1. Cuarentena

Una buena parte de los colectivos estudiados Ilevaban a cabo medidas de cuarentena (n=650,
70%). La mayor parte de los individuos de centros de acogida y gateras (75%, n=308; y 74%,
n=227; respectivamente), y todos los gatos de criadero, adoptaban este protocolo.
Contrariamente, mas de la mitad de las colonias muestreadas introducian los individuos sin
aislamiento previo (60%, n=102). La duracion del periodo de cuarentena era muy variable, y

dependia de los protocolos establecidos en cada centro.

3.2.2. Protocolo antiparasitario

En todos los colectivos, a excepcién de las colonias felinas, los animales eran desparasitados en
el momento de ser introducidos en el colectivo y después se repetia el tratamiento
periddicamente: como minimo cada tres meses (36%, n=299) o una/dos veces al afio, como
maximo (43.5%, n=365). Algunos centros (21%, n=175), en cambio, no administraba ningun
tratamiento antiparasitario a lo largo del afio. No se pudo documentar el protocolo
antiparasitario en 6 centros. En los centros de acogida se documenté que un 75% de los
animales (n=271), recibian tratamiento cada 6 meses 0 mas; mientras que, en las gateras y los

criaderos, desparasitaban como minimo cada tres meses (65%, n=169; y 81%, n=39;
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respectivamente). Ninguna de las colonias estudiadas administraba, de manera pautada,
tratamiento antiparasitario. En la Tabla 6 se detallan los porcentajes de frecuencia de
desparasitacion, en cada colectivo.

TRATAMIENTO (n=410) (n=307) (n=169) (n=48)
Una/dos veces afo 271 (75%) 85 (32.7%) 0 9 (19%) 365 (43.5%)
Cada 3 meses 91 (25%) 169 (65%) 0 39 (81%) 299 (35.6%)
Nunca 0 6 (2.3%) 169 (100%) 0 175 (21%)
TOTAL 362 (88%) 260 (85%) | 169 (100%) | 48 (100%) 839 (90%)

Tabla 6. Frecuencia de desparasitacién en cada colectivo

El tipo de antiparasitario variaba en funcion del centro, los mas habituales eran la combinacién
de milbemicina-praziquantel (n=312,), fenbendazol (n=182) y combinacién de praziquantel-
pyrantel-febantel (n=99). El primero, era el compuesto de eleccion tanto en centros de acogida
(56.5%, n=160), como en gateras (57.5%, n=146). En los criaderos, la mayor parte de gatos eran
desparasitados con fenbendazol (87.5%, n=42).

3.2.3. Protocolo de limpieza y desinfeccion

Las pautas de limpieza y desinfeccion eran muy similares en todos los colectivos, a excepcion
de las colonias felinas. Las deposiciones se retiraban diariamente (n=749), pero la limpieza
completa y la renovacion del material de las bandejas se llevaban a cabo cada dos dias 0 méas
(n=740), excepto en una gatera, donde se hacia a diario (n=85). En cuatro colonias felinas
(n=88) no se llevaba a cabo ningun protocolo de limpieza, mientras que, en las restantes (n=81),

se retiraban las deposiciones en los puntos controlables, como minimo una vez por semana.

En los colectivos donde se seguia un protocolo de desinfeccion, se observo que la mayoria de
centros empleaban un Unico producto, siendo la lejia (hipoclorito sddico) el mas utilizado
(n=305; 51.2%), seguido del vapor de agua (n=94; 15.8 %), y el yodo tensioctivo (n=76;
12.8%). En un centro de cogida y en una gatera, en cambio, alternaban la lejia con el amonio
cuaternario (n=121; 20.3%).
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V. RESULTADOS

Todas las muestras (n=934) se procesaron por la técnica coprolégica de flotacion en sulfato de

zinc 33% (6=1.18). A excepcion de un criadero, donde todos los animales resultaron negativos,

en todos los demas colectivos estudiados se detectaron formas de transmision parasita, con

prevalencias de infeccion que oscilaban del 8.3% al 94%. La prevalencia total fue del 53.2%

(n=497). En la Tabla 7 se resumen los porcentajes de prevalencias observadas.

El total de muestras procesadas mediante el test de inmunofluorescencia directa fueron 132

(14%). En el caso de Giardia spp., se observaron quistes en 75 muestras, y la mayoria de los

resultados (97.3%, n=73) coincidieron con los obtenidos en el diagnostico mediante la flotacion

en sulfato de zinc 33% (6=1.18). No obstante, se notificaron 6 casos en los cuales la flotacion

habia resultado negativa, pero la inmunofluorescencia era positiva. Se detectaron ooquistes de

Cryptosporidium spp. en 24 muestras. Ambos protozoos se detectaron simultdneamente en 14

muestras.

El cultivo selectivo se llevé a cabo en 107 (11.5%) muestras, y se evidenciaron formas maéviles

CENTROS DE

COLONIAS

PARASITOS ACOGIDA ngg()R??S FELINAS CR I(ﬁ:DEI;OS -{r?:-gals
(n=410) (n=169)
PROTOZOOS 169 (41%) 95 (31%) 53 (31.4%) 10 (21%) 327 (35%)
Giardia spp. 98 (24%) 84 (27.4%) 17 (10%) 8 (16.7%) 207 (22%)
Cystoisospora spp. 83 (20%) 15 (4.9%) 39 (23%) 0 137 (14.7%)
Cryptosporidium spp. 15 (3.7%) 4 (1.3%) 2 (1.2%) 3 (6.3%) 24 (2.6%)
Tritrichomonas spp. 10 (2.5%) 0 2 (1.2%) 0 12 (1.3%)
HELMINTOS 131 (32%) 51 (16.6%) 99 (58.6%) 0 281 (30%)
Taeniidae 41 (10%) 13 (4.2%) 27 (16%) 0 81 (8.7%)
Dypilidium caninum 0 4 (1.3%) 1 (0.6%) 0 5 (0.5%)
Diphyllobothridae 1 (0.2%) 0 0 0 1 (0.1%)
Toxocara cati 71 (17.3%) 16 (5.2%) 29 (17.2%) 0 116 (12.4%)
Ancylostomatidae 35 (8.5%) 9 (3%) 64 (38%) 0 108 (11.6%)
Metastrongylidae 27 (6.6%) 17 (5.5%) 31 (18.3%) 0 75 (8%)
Cgﬁ'c'(')fgl'fs‘ 2g / 2 (0.5%) 0 5 (3%) 0 7 (0.7%)
TOTAL 241 (58.8%) | 127 (41.4%) | 119 (70.4%) | 10(20.8%) | 497 (53.2%)

Tabla 7. Prevalencia de parasitosis intestinales y pulmonares, observada en los diferentes colectivos felinos
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en 12 muestras. En todas ellas se reveld, posteriormente, la presencia de protozoos

tricomonadidos mediante a la tincion de Diff-Quick.

Los protozoos mas prevalentes fueron Giardia spp. y Cystoisospora spp. El primero fue el mas
comun en centros de acogida (24%, n=98), gateras (27.4%, n=84) y criaderos (16.7%, n=8),
mientras que el segundo lo fue en colonias felinas (23%, n=39).

En general, la especie de helminto mas frecuente fue Toxocara cati (12.4%, n=116). Se presento
de forma destacada en centros de acogida (17.3%, n=71), y su prevalencia en gateras (5.2%,
n=16) fue muy similar a la de los nematodos metastrongilidos (5.5%, n=17). En colonias
felinas, en cambio, los vermes ancilostdmidos fueron los més comunes (38%, n=64). No se
detectd ningun tipo de helminto en criaderos. Aunque la prevalencia de cestodos fue reducida en
todos los colectivos estudiados, en los centros de acogida se identificaron huevos compatibles
con la familia Taeniidae (10%, n=41), representando el segundo helminto mas frecuente; y el
tercero en el computo total (8.7%, n=81). Ademas, esta familia de cestodos también fue la mas
prevalente en gateras (4.2%, n=13), y colonias felinas (16%, n=27).

Los colectivos con mayor tasa de infeccion parasitaria fueron las colonias felinas (70.4%,
n=119) donde, ademas, se registrd la prevalencia de helmintos méas elevada (58.6%, n=99).
Tanto la prevalencia total de infeccion, como la prevalencia de helmintos, fueron
significativamente mas altas en las colonias felinas, en comparacion al resto de colectivos
(P=0.013 y P < 0.001, respectivamente). De manera similar, en los centros de acogida se
documentd un porcentaje de infeccion por protozoos, significativamente mayor que en el resto
de ambientes (P=0.002). El siguiente grafico muestra las prevalencias de protozoos y helmintos,

en los diferentes colectivos estudiados Figura 2.
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Figura 2. Prevalencia de protozoos y helmintos, observada en los diferentes colectivos felinos

Del total de muestras positivas, un 22% (n=206) presentaba coinfecciones por dos, 0 mas de
dos, especies de paréasitos. Los colectivos donde las coinfecciones fueron mas frecuentes, fueron
las colonias felinas (54%, n=64), y el porcentaje de asociacién mas elevado se observo entre
helmintos ancilostomidos y metastrongilidos (n=18). Los centros de acogida (43%, n=104),
fueron los segundos colectivos con mas indices de infecciones mixtas. En este caso, la
asociacion entre los protozoos Giardia spp. y Cystoisospora spp. fue la mas comunmente
detectada (n=35), seguida de la infeccidn concurrente con Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
(n=14). Ambos colectivos mostraron diferencias estadisticamente significativas en la
prevalencia de coinfeccion, en comparacion a las gateras (P=0.0036). El siguiente grafico
muestra los porcentajes de muestras positivas, con coinfeccién e infeccion simple, en cada
colectivo Figura 3.
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Figura 3. Porcentajes de coinfeccion e infeccion simple, observados en los diferentes colectivos felinos.

No se detectd una asociacion positiva entre el grado de consistencia fecal y la prevalencia de
infeccion parasitaria (P > 0.05). Sin embargo, el 44% de aquellas muestras que resultaron
positivas a infeccion protozoaria, fueron calificadas con consistencias de 5-7. En este aspecto, se
detectaron diferencias estadisticamente significativas al comparar la prevalencia de infeccion
por protozoos y la consistencia fecal (P < 0.001). De igual modo, también se observé esta
relacion estadistica con la infeccién por helmintos (P=0.0018), aunque el porcentaje de
muestras parasitadas por nematodos y/o cestodos, y que presentan consistencias de 5-7, es
menor (22.5%).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grado de
consistencia fecal y la prevalencia de coinfecciones.

5. ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO

No existian diferencias estadisticamente significativas entre la presencia de infecciones por HIV

o FeLV, con la infeccion parasitara (P > 0.05).

5.1. Instalaciones

No se detectaron diferencias significativas entre la prevalencia de infeccion y el tamafio del
grupo (P > 0.05).
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5.1.1. Bandeja de deposicion

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la prevalencia de infeccién y los
diferentes materiales de la bandeja de deposicién (P=0.014). Tanto Giardia spp. como
Cystoisospora spp. fueron los parasitos mas prevalentes tanto en muestras recogidas en serrin
(35.3%, n=12, cada uno), como en sepiolita (23.8%, n=157 y 12.4%, n=82, respectivamente).
En aquellas instalaciones donde las deposiciones eran excretadas en tierra, se detectd mayor

prevalencia de los nematodos de la especie Toxocara cati y de ancilostomidos (44%, cada uno).

5.1.2. Tipo de suelo

Similarmente, se document6 una relacion estadisticamente significativa cuando se compararon
el tipo de suelo y la prevalencia de parasitosis (P < 0.001). Gran parte de las instalaciones eran
de cemento (n=501), donde se registraron prevalencias del 48%, con Giardia spp. (n=117) y
Cystoisospora spp. (n=81) como agentes mas frecuentes. En aquellos suelos terrosos (n=352),
sin embargo, la prevalencia de infeccidn parasitaria era significativamente mayor (66%), y se
hallaron nematodos ancilostémidos (n=83) y Giardia spp. (n=79), por encima de cualquier otra

especie de parésito.

5.2. Manejo

5.2.1. Cuarentena

La relacién entre infeccion parasitaria y la aplicacién de cuarentena no era estadisticamente

significativa.

5.2.2. Protocolo antiparasitario

No se encontraron diferencias significativas con respecto a la prevalencia de parasitosis y la

frecuencia de tratamiento (P > 0.05), pero si se observo que la prevalencia de parasitosis era
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significativamente inferior (P=0.018) en individuos que recibian algin tipo de antiparasitario,

frente a los que no recibian nunca.

El analisis estadistico no revel6 una relacién significativa entre la prevalencia de infeccion vy el
tipo de principio activo. De la misma manera, no se detectd una asociacion positiva entre la

frecuencia de parasitacion por protozoos o helmintos, y el principio activo.

5.2.3. Protocolo de limpieza y desinfeccion

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencia de retirada de las
heces, asi como de cambio del material de la bandeja de deposicién, con la prevalencia de
parasitosis.

El analisis estadistico reflej6 una prevalencia de infeccion parasitaria significativamente
superior, cuando no se llevaban a cabo protocolos de desinfecciéon (P < 0.001). Sin embargo, no
se detectaron diferencias estadisticas entre la prevalencia de infeccion y el tipo de parasito, en
comparacion con los diferentes desinfectantes (P > 0.05).
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Estudio molecular

El total de muestras seleccionadas para el estudio molecular (n=40), procedian de centros de

acogida (n=24) y gateras (n=16).

Todas ellas habian sido analizadas mediante flotacion en sulfato de zinc 33% (6=1.18), siendo

todas positivas a infeccidn por Giardia spp., a excepcion de una.

Por otro lado, de las 27 que fueron analizadas por inmunofluorescencia directa, en el 100% se
observaron quistes de Giardia spp., mientras que en 8 de ellas se detectaron ooquistes de

Cryptosporidium spp.

La siguiente tabla (Tabla 8) muestra los resultados de cada extracto analizado por las diferentes
técnicas: flotacion, inmunofluorescencia directa y PCR (incluyendo cualquier tipo de gen).
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Tabla 8. Resultado observado en las diferentes técnicas:
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1. IDENTIFICACION DE Giardia spp.

La amplificacion del gen de la beta-giardina, result6 positiva en 28 de los extractos (Imégenes 1
y2).

Imagen 1. Nested-PCR Giardia spp. (gen beta-giardina), extractos 1-20, Control negativo Nested-PCR,
control negativo PCR. M = marcador

Imagen 2. Nested-PCR Giardia spp. (gen beta-giardina), extractos 21-40, controles positivos genotipos A
y B, control negativo PCR, control negativo Nested-PCR. M = marcador
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El andlisis de los fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (RFLP), se realizé sobre 9
de las 28 muestras positivas para el gen de la beta-giardina. Todas ellas fueron catalogadas
como genotipo F (Imagen 3).

Imagen 3. RFLP: extractos 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, control positivo genotipo A. M = marcador
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Para el gen de la tpi, Giardia spp. se detect6 en 22 del total de extractos analizados (Imagenes 4
y 5).

Imagen 4. Nested-PCR Giardia spp. (gen tpi), extractos 1-20, controles positivos genotipos Ay B,
control negativo Nested-PCR, control negativo PCR. M = marcador

Imagen 5. Nested-PCR Giardia spp. (gen tpi), extractos 21-40, controles positivos genotipos Ay B, ,
control negativo PCR, control negativo Nested-PCR. M = marcador
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Los resultados del diagndstico de Giardia spp., para ambos genes estudiados, se muestra en la

siguiente tabla (Tabla 9)

N° EXTRACTO COLECTIVO GEN beta-giardina GEN tpi
1 Centro acogida + +
2 Centro acogida + -
3 Centro acogida + -
4 Centro acogida + -
5 Centro acogida + -
6 Centro acogida - -
7 Centro acogida + +
8 Gatera + n
9 Gatera + T
10 Gatera + +
11 Gatera - -
12 Gatera - -
13 Centro acogida - N
14 Centro acogida - -
15 Centro acogida - -
16 Centro acogida - N
17 Centro acogida - -
18 Centro acogida - N
19 Centro acogida - -
20 Centro acogida - -
21 Centro acogida + +
22 Centro acogida + -
23 Centro acogida + +
24 Centro acogida + +
25 Centro acogida + +
26 Centro acogida + +
27 Centro acogida + +
28 Centro acogida + +
29 Centro acogida + +
30 Gatera + +
31 Gatera + +
32 Gatera + +
33 Gatera + +
34 Gatera + +
35 Gatera + +
36 Gatera + -
37 Gatera - -
38 Gatera + +
39 Gatera + +
40 Gatera + +

Tabla 9. Resultado observado para Giardia spp., en los diferentes genes estudiados:
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2. IDENTIFICACION DE Cryptosporidium spp.

Para el gen de la 18S rDNA, se detectaron resultados positivos en 19 extractos (Imagenes 6y 7).

Imagen 6. Nested-PCR Cryptosporidium spp. (gen 18S rDNA), extractos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 16, 17,
19, controles positivos 1y 2, control negativo Nested-PCR, control negativo PCR. M = marcador

Imagen 7. Nested-PCR Cryptosporidium spp. (gen 18S rDNA), extractos 21-40, controles positivos 1y

2, control negativo PCR, control negativo Nested-PCR. M = marcador
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La PCR para el gen COWP, se realiz6 sobre 20 extractos y en todos ellos se obtuvo un resultado

negativo.

Los resultados del diagnédstico de Cryptosporidium spp., para ambos genes estudiados, se
muestra en la siguiente tabla. (Tabla 10)

N° EXTRACTO COLECTIVO GEN 18S rDNA GEN COWP
1 Centro acogida + -
2 Centro acogida - -
3 Centro acogida + -
4 Centro acogida - -
5 Centro acogida + -
6 Centro acogida - -
7 Centro acogida + -
8 Gatera + -
9 Gatera + -
10 Gatera - -
11 Gatera - -
12 Gatera - -
13 Centro acogida - -
14 Centro acogida - N
15 Centro acogida - N
16 Centro acogida - -
17 Centro acogida + -
18 Centro acogida + -
19 Centro acogida - N
20 Centro acogida - N
21 Centro acogida -

22 Centro acogida +
23 Centro acogida +
24 Centro acogida -
25 Centro acogida +
26 Centro acogida -
27 Centro acogida -
28 Centro acogida +
29 Centro acogida +
30 Gatera -
31 Gatera -
32 Gatera +
33 Gatera +
34 Gatera -
35 Gatera +
36 Gatera -
37 Gatera +
38 Gatera -
39 Gatera +
40 Gatera +

Tabla 10. resultado observado para Cryptosporidium spp., en los diferentes genes estudiados: “+”

11313

(resultado positivo), “-“ resultado negativo), y “Sombreado” (técnica no realizada).
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2. SECUENCIACION

Las muestras de DNA purificadas de Giardia spp. (n=27) y Cryptosporidium spp. (n=19), se
remitieron a la compafiia (BMR genomics, Padova, Italia) para su secuenciacion. En las
muestras de Giardia spp., se obtuvieron secuencias nucleotidicas de los genes de la beta-
giardina (n=14), de la tpi (n=2), o de ambos simultaneamente (n=10); mientras que en las
muestras de Cryptosporidium spp., se recibieron secuencias del gen de la 18S rDNA (n=17).
Una secuencia de Giardia spp. (gen beta-giardina) y dos de Cryptosporidium spp., resultaron

defectuosas.

Del total de secuencias recibidas para el gen beta-giardina, 13 fueron asignadas como genotipo
F, y una como genotipo A; mientras que, las dos secuencias para el gen de la tpi, fueron
asignadas como genotipo A. De las 10 secuencias que se recibieron para ambos genes, 8 fueron
asignadas como genotipo F, mientras que dos fueron asignadas como genotipo F (segln la

secuencia de la beta-giardina) y como A (segun la secuencia de la tpi).
Los genotipos observados para ambos genes, se resumen en la tabla Tabla 11.

En el caso de Cryptosporidium spp., todas las secuencias nucleotidicas recibidas fueron

calificadas como la especie Cryptosporidium felis.

3. BASE DE DATOS DE SECUENCIAS GENETICAS

Las secuencias obtenidas de ambos genes amplificados para Giardia spp., fueron introducidas
en la base de datos Gen Bank, y se compararon con otras secuencias registradas, en base al

parametro “porcentaje de identidad”.

Para el gen de la beta-giardina, en las 23 secuencias asignadas como genotipo F se identificaron
similitudes con las referencias EU769219 (n=11), AF647264 (n=11) y KX960413 (n=1),
mientras que la asignada como genotipo A, presentd similitud con la referencia GQ329671
(n=1).

Para el gen tpi, todas las secuencias asignadas como genotipo F, presentaron similitud con la
secuencia identificada como KU378636 (n=8). Las otras secuencias sefialadas como genotipo

A, presentaron un alto porcentaje de identidad con la referencia KM190791 (n=4).
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Ne EXTRACTO

COLECTIVO

GEN beta-giardina

GEN tpi

1 Centro acogida Genotipo F (EU769219)

2 Centro acogida Genotipo F (AF647264)

3 Centro acogida Producto defectuoso

4 Centro acogida Genotipo F (AF647264)

5 Centro acogida Genotipo F (AF647264)

7 Centro acogida Genotipo F (AF647264)

8 Gatera Genotipo F (EU769219) Genotipo F (KU378636)
9 Gatera Genotipo F (EU769219) Genotipo F (KU378636)
10 Gatera Genotipo F (EU769219)

21 Centro acogida Genotipo F (AF647264) Genaotipo F (KU378636)
22 Centro acogida Genotipo F (AF647264)

23 Centro acogida Genotipo F (AF647264) Genotipo F (KU378636)
24 Centro acogida Genotipo F (AF647264) Genotipo A (KM190791)
25 Centro acogida Genotipo F (KX960413) Genotipo A (KM190791)
26 Centro acogida Genotipo A (KM190791)
27 Centro acogida Genotipo A (KM190791)
29 Centro acogida Genotipo A (GQ329671)

30 Gatera Genotipo F (AF647264) Genotipo F (KU378636)
31 Gatera Genotipo F (AF647264)

32 Gatera Genotipo F (AF647264)

33 Gatera Genotipo F (EU769219)

34 Gatera Genotipo F (EU769219)

35 Gatera Genotipo F (EU769219)

36 Gatera Genotipo F (EU769219)

38 Gatera Genotipo F (EU769219) Genaotipo F (KU378636)
39 Gatera Genotipo F (EU769219) Genaotipo F (KU378636)
40 Gatera Genotipo F (EU769219) Genotipo F (KU378636)

Tabla 11. Genotipos de Giardia spp. observados en los diferentes genes estudiados.
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Estudio bienestar: evaluacion de parametros de bienestar y
determinacion de cortisol y/o sus metabolitos en heces

1. CUANTIFICACION DE FGM

Se seleccionaron un total de 330 muestras de heces de gato correspondientes a centros de
acogida (n=107), gateras (n=91), colonias felinas (n=84), y criaderos (n=48). Dado que en
algunas no se pudo completar el proceso de extraccion (n=10), o no pudieron ser interpretadas
mediante el inmunoensayo (n=6); se analizaron 314, de las cuales 98 procedian de centros de

acogida, 89 de gateras, 76 muestras de colonias felinas, y 39 de criaderos.

El muestreo complementario se llevo a cabo en 202 muestras, recogidas en 10s mismos centros
que el primer muestreo: 100 muestras procedian de centros de acogida, 46 de gateras, y 56 de
colonias felinas. El nimero total de muestras analizadas fue 180, de las cuales 87 procedian de
centros de acogida, 45 de gateras; y 48 muestras de colonias felinas. La cuantificacion de los
niveles hormonales tampoco se pudo llevar a cabo en el total de muestras, debido a problemas

en el proceso de extraccién (n=20), o a errores en el inmunoensayo (n=2).

2. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE BIENESTAR

La frecuencia de deteccién de los parametros de bienestar, para el muestreo conjunto, se ilustran

en la siguiente tabla. (Tabla 12)

CAMBIOSEN | ENRIQUECIMIENTO
CONFINAMIENTO PRESENCIA DE PERROS | | SAVBIOSEEL 2 QUECIMIED
0 1 2 0 1 2 0 2 0 2
CENTROS DE 161 | 192 | 131 . 164 13 13 164 164 13
ACOGIDA (n=207) | (33%) | (40%) | (27%) 79%) | @1%) | @1%) | 79%) | 19%) | (21%)
76 131 | 137 42 95 82 55
GATERAS(n=137) | 0 | (3795) | (63%) | (100%) | ° 0 | (31%) | (69%) | (60%) | (40%)
COLONIAS 140 . . 61 79 . 130 10 140 .
FELINAS (n=140) | (100%) 44%) | (57%) 93%) | (7%) | (100%)
CRIADEROS* 48 . . 28 . . 48 . 28 .
(n=48) (100%) (100%) (100%) (100%)

Tabla 12. Frecuencia de los pardmetros de bienestar, en cada colectivo. Muestreos 1+2.
*Los valores observados en criaderos, corresponden al muestreo 1.
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El analisis de los parametros de bienestar, ya sea en los dos muestreos analizados por separado
como la media de ambos, se detectd una relacion estadisticamente significativa, tanto entre la
presencia de perros (P=0.05) como el grado de confinamiento (P=0.04), y los niveles de FGM.
En cambio, no se detectd esta asociacion positiva entre los otros dos parametros de bienestar
analizados (cambios en la poblacién y enriquecimiento ambiental), y la concentracién hormonal
(P >0.05).

3. COMPARACION DE LAS DIFERENTES VARIABLES

3.1. COMPARACION NIVELES DE FGM — TIPO DE COLECTIVO

e MUESTREO 1: Los colectivos donde se encontraron niveles més altos de cortisol, 0 sus
metabolitos, fueron los criaderos. Los valores medios de concentracion de FGM, en cada
colectivo, fueron: centros de acogida (49.384 ng/g), gateras (39.889 ng/g), colonias felinas
(37.293 ng/g), vy criaderos (54.433 ng/g). Los valores obtenidos en centros de acogida y
criaderos fueron significativamente mas elevados que en gateras (P=0.0021) y colonias
felinas (P=0.003). Sin embargo, no se establecia tal asociacién entre los centros de acogida

y los criaderos (P > 0.05). (Figura 4)

T T T T
120 - -
J—
1
100 ' .
. I
a 1 1
~ ! 1
g sof : S ! i
~— 1
s 1 ' |
G | ! |
TS 1 1 —_— !
SO — ! : ] 1
@ ' I
- 1
2 |
Z 1
40+ ,
20 F : : . : i
1
—_ 1 : —
' ——
1
0 1 1 1 1
42 @S s S
3009\0 . (ein? o' P 200
Ge‘\\‘c’s coo®

Tipo de colectivo
Figura 4. Boxplot que muestra la distribucidn de los niveles de FGM (ng/g) en los diferentes colectivos.
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MUESTREOQ 2: En el segundo muestreo, los valores medios de concentracion hormonal
fueron: centros de acogida (22.260 ng/g), gateras (20.802 ng/g), y colonias felinas (18.850
ng/g). Los centros de acogida mostraron niveles significativamente mas elevados en
comparacion a las colonias felinas (P=0.0467). Sin embargo, no se detect6 una asociacion
estadistica entre los centros de acogida, y las gateras (P > 0.05) (Figura 5)
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Figura 5. Boxplot que muestra la distribucion de los niveles de FGM (ng/g) en los diferentes colectivos.

Muestreo 2

MEDIA MUESTREOS 1+2: Analizando juntos los valores de ambos muestreos, los valores

de concentracién hormonal son: centros de acogida (36.628 ng/g), gateras (33.479 ng/g) y
colonias felinas (30.154 ng/g). Asi, se observaron diferencias significativas comparando los
niveles hormonales entre los centros de acogida y las colonias felinas (P < 0.001) o las
gateras (P < 0.001) (Figura 6)
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Figura 6. Boxplot que muestra la distribucion de los niveles de FGM (ng/g) en los diferentes colectivos.

Media muestreos 1+2

3.2. COMPARACION NIVELES DE FGM — INFECCION PARASITARIA

MUESTREQO 1: Los niveles medios de metabolitos de cortisol fecal, en individuos
parasitados y no parasitados fueron 43.440 ng/g y 45.155 ng/g, respectivamente. No se
detectd una relacion estadisticamente significativa entre la prevalencia de infeccion
parasitaria y la concentracion de cortisol, 0 sus metabolitos (P > 0.05). Analizando los
colectivos por separado, se obtuvieron los siguientes valores para individuos con infeccién
parasitaria, y no infectados: centros de acogida (48.862 ng/g y 51.300 ng/g,
respectivamente), gateras (38.468 ng/g y 40.445 ngl/g, respectivamente), colonias felinas
(36.584 ng/g y 39.752 ngl/g), y criaderos (57.3500 ng/g y 53.680 ng/g). De la misma
manera, no se detectd una asociacion positiva, comparando estas variables en los diferentes
colectivos (P > 0.05). (Tabla 13)
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CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS CRIADEROS TOTAL
Infeccion 48.862 38.468 36.584 57.3500 43.440
No infeccion 51.300 40.445 39.752 53.680 45.155
P valor P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

Tabla 13. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas y no infectadas, en los diferentes

colectivos (Muestreo 1).

MUESTREQO 2: Los niveles medios de metabolitos de cortisol fecal, en individuos

parasitados y no parasitados fueron 19.525 ng/g y 22,353 ng/g, respectivamente. No se
detectd una relacion estadisticamente significativa entre la prevalencia de infeccion
parasitaria y la concentracion de cortisol, o sus metabolitos (P > 0.05). Los valores para
individuos parasitados y no parasitados, en los diferentes colectivos fueron: centros de
acogida (19.363 ng/g y 24.030 ng/g, respectivamente), gateras (20.104 ng/g y 21.412 ng/g,
respectivamente), y colonias felinas (19.312 ng/g y 17.820 ng/g, respectivamente). En este
caso, tampoco se detecté una asociacion positiva, comparando estas variables en los
diferentes colectivos (P > 0.05) Tabla 14.

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Infeccion 19.363 20.104 19.312 19.525
No infeccion 24.030 21.412 17.820 22.353
P valor P>0.05 P>0.05 P>0.05 P >0.05

Tabla 14. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas y no infectadas, en los diferentes

colectivos (Muestreo 2).

MEDIA MUESTREOQOS 1+2: Los animales parasitados mostraron una concentracion media

de niveles hormonales de 35.312 ng/g, mientras que los no infectados de 35.772 ng/g; y no
se observaron diferencias estadisticas. En los diferentes colectivos se presentaron los
siguientes valores medios de infectados y no infectados: centros de acogida (40.012 ng/g y
31.666 ng/g, respectivamente), gateras (30.084 ng/g y 35.254 ng/g, respectivamente), y
colonias felinas (30.391 ng/g y 29.471 ng/g, respectivamente). En los centros de acogida se

observaron diferencias significativas respecto al resto de colectivos (P=0.03). (Tabla 15)
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CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA | CATERAS | e inas | TOTAL
Infeccion 40.012 30.084 30.391 35.312
No infeccion 31,666 35.254 29.471 35.772
P valor P=0.03 P>005 | P>005 | P>005

Tabla 15. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas y no infectadas, en los diferentes

colectivos (Muestreo 1+2).

3.3. COMPARACION NIVELES DE FGM — TIPO DE PARASITO

MUESTREOQO 1: Los niveles hormonales en individuos infectados y no infectados, por

protozoos fueron (50.185 ng/g y 34.480 ng/g, respectivamente), existiendo una relacion
significativa entre concentracion hormonal e infeccién protozoaria (P=0.0018). Para cada
colectivo, en individuos infectados y no infectados por protozoos, se recogieron los
siguientes resultados: centros de acogida (57.237 ng/g y 39.747 ng/g, respectivamente),
gateras (41.735 ng/g y 39.454 ngl/g, respectivamente), colonias felinas (38.861 ng/g y
36.478 ng/g, respectivamente); y criaderos (57.350 ng/g y 53.680 ng/g, respectivamente).
En todos los colectivos, se detectaron niveles hormonales més altos en animales infectados
por protozoos, pero solo en los centros de acogida la diferencia fue significativa (P <
0.001). (Tabla 16)

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS CRIADEROS TOTAL
Infeccion protozoaria 57.237 41.735 38.861 57.350 50.185
No infeccion 39.747 39.454 36.478 53.680 34.480
P valor P <0.001 P>0.05 P>0.05 P> 0.05 P=0.0018

Tabla 16. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por protozoos, en

los diferentes colectivos (Muestreo 1).

Por otra parte, individuos infectados y no infectados, por helmintos, mostraron valores de
39.073 ng/g y 49.323 ng/g, respectivamente. En este caso, los niveles de metabolitos de
cortisol fecal fueron significativamente mas bajos en animales infectados por helmintos que

en aquellos que no lo estaban. Para cada colectivo, en animales infectados y no infectados,
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por helmintos, se detectaron los siguientes valores: centros de acogida (45.202 ng/g y
52.269 ng/g, respectivamente), gateras (28.881 ng/g y 41.442 ng/g, respectivamente),
colonias felinas (36.180 ng/g y 39 ng/g, respectivamente). En los criaderos no se detectaron
infecciones parasitarias provocadas por helmintos. No se observo una asociacion positiva

entre estos pardmetros en los diferentes colectivos (P > 0.05) (Tablal7)

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Infeccion por helmintos 45.202 28.881 36.180 39.073
No infeccién 52.269 41.442 39 49.323
P valor P> 0.05 P>0.05 P>0.05 P=0.015

Tabla 17. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por helmintos, en

los diferentes colectivos (Muestreo 1).

MUESTREO 2: Los niveles hormonales en individuos parasitados y no parasitados, por
protozoos, fueron 19.244 ng/g y 19.905 ng/g, respectivamente. En este caso, no se
encontraron diferencias estadisticas entre la parasitacion por protozoos y los niveles
hormonales. Desglosado para cada colectivo, los niveles hormonales de individuos
afectados por protozoos, y no afectados fueron: centros de acogida (21.247 ng/g y 16.066
ng/g, respectivamente), gateras (16.390 ng/g y 24.190 ng/g, respectivamente), y colonias
felinas (18.650 ng/g y 20.120 ng/g, respectivamente). En este caso, no hubo diferencias

significativas entre los diferentes colectivos. (Tabla 18)

CENTROS DE COLONIAS

ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL

Infeccion protozoaria 21.247 16.390 18.650 19.244
No infeccion 16.066 24.190 20.120 19.905

P valor P>0.05 P >0.05 P >0.05 P >0.05

Tabla 18. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por protozoos, en

los diferentes colectivos (Muestreo 2).

En el caso de los individuos infectados, y no infectados por helmintos, mostraron valores de
concentracion hormonal de 18.890 ng/g y 20.937 ng/g. Al igual que en el anterior muestreo,

los niveles de individuos infectados por helmintos eran significativamente mas bajos
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(P=0.026) que los no infectados. En los diferentes colectivos, se registraron niveles para
animales infectados por helmintos, y no infectados de: centros de acogida (16.475 ng/g y
23.807 nglg, respectivamente), gateras (22.666 ng/g y 16.688 ng/g, respectivamente), y
colonias felinas (18.996 ng/g y 21.120 ng/g, respectivamente). No se detectaron diferencias
estadisticas entre los diferentes colectivos (Tabla 19).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Infeccion por helmintos 16.475 22.666 18.996 18.890
No infeccién 23.807 16.688 21.120 20.937
P valor P> 0.05 P>0.05 P>0.05 P=0.026

Tabla 19. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por helmintos, en

los diferentes colectivos (Muestreo 2).

MEDIA MUESTREOS 1+2: Animales parasitados y no parasitados, por protozoos,

mostraron niveles medios de concentracion hormonal de 39.398 ng/g y 29.244 ng/g,
respectivamente; y se detectd una relacion significativa (P < 0.001). Para los diferentes
colectivos: centros de acogida (45.358 ng/g y 29.025 ng/g, respectivamente), gateras
(31.778 ng/g y 27.450 ng/g y 27.450 ng/g, respectivamente), colonias felinas (30.762 ng/g y
30.065 ng/g, respectivamente). El Gnico colectivo que mostré diferencias estadisticamente
significativas, en comparacién al resto, fueron los centros de acogida (P < 0.001) (Tabla
20).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Infeccion protozoaria 45.358 31.778 30.762 39.398
No infeccion 29.025 27.450 30.065 29.244
P valor P <0.001 P >0.05 P >0.05 P <0.001

Tabla 20. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por protozoos, en

los diferentes colectivos (Media muestreos 1+2).
En las infecciones por helmintos, se observaron niveles medios de cortisol fecal de 31.359
ng/g, en individuos infectados; y de 41.581 ng/g, en individuos no parasitados. Los niveles

hormonales eran significativamente inferiores en animales parasitados por helmintos (P <
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0.01). En los diferentes colectivos, los niveles hormonales para infectados y no infectados,

por helmintos fue: centros de acogida (35.626 ng/g y 45.276 ng/g, respectivamente), gateras

(25.639 ng/g y 34.530 ng/g, respectivamente), y colonias felinas (29.678 ng/g y 33.322

ng/g, respectivamente). No se detectaron diferencias estadisticas (P > 0.05) (Tabla 21).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Infeccion por helmintos 35.626 25.639 29.678 31.359
No infeccién 45.276 34.530 33.322 41.581
P valor P> 0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.01

Tabla 21. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras infectadas, y no infectadas por helmintos, en

los diferentes colectivos (Media muestreos 1+2).

3.4. COMPARACION NIVELES DE FGM — COINFECCION

e MUESTREO 1: Los niveles de cortisol fecal, o sus metabolitos, en individuos con

infecciones mixtas y simples fue 45.371 ng/g y 42.040 ng/g, respectivamente. No se

detectaron diferencias estadisticas entre coparasitaciones y niveles de cortisol fecal. Estos

valores de individuos coinfectados o no, desglosados por cada colectivo fueron: centros de

acogida (55.109 ng/g y 44.420 ng/g, respectivamente), gateras (26.928 ng/g y 42.955 ng/g,

respectivamente), colonias felinas (40.456 ng/g y 32.579 ng/g, respectivamente), y criaderos

(27.850 ng/g y 67.183 ng/g, respectivamente). En este caso, en los centros de acogida se

observaron diferencias significativas respecto al resto de colectivos (P=0.01) (Tabla 22).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FEL INAS CRIADEROS TOTAL
Coinfeccion 55.109 26.928 40.454 27.850 45.371
Infeccion simple 44.420 42.955 32.579 67.183 42.040
P valor P=0.01 P>0.05 P >0.05 P>0.05 P >0.05

Tabla 22. Concentracién media de FGM (ng/g), en muestras coinfectadas y con infeccién simple, en los

diferentes colectivos (Muestreo 1).

e MUESTREO 2: Los niveles de cortisol fecal, o sus metabolitos, en individuos con

infecciones mixtas y simples fue 19.589 ng/g y 19.450 ng/g, respectivamente. No se
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observaron diferencias estadisticas (P > 0.05), tanto entre la prevalencia de infecciones
mixtas, en relacion a los niveles de cortisol, o sus metabolitos. En los diferentes colectivos,
los niveles hormonales en coinfecciones e infecciones simples fueron: centros de acogida
(19.136 ng/g y 19.671 ngl/g, respectivamente), gateras (21.128 ng/g y 19.592 ng/g,
respectivamente), y colonias felinas (19.485 ng/g y 19.025 ng/g, respectivamente). En el
andlisis de estos parametros en los diferentes colectivos no se observaron relaciones

estadisticamente significativas (P > 0.05) (Tabla 23).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Coinfeccion 19.136 21.128 19.485 19.589
Infeccion simple 19.671 19.592 19.025 19.450
P valor (P >0.05) (P >0.05) (P >0.05) (P >0.05)

Tabla 23. Concentracién media de FGM (ng/g), en muestras coinfectadas y con infeccién simple, en los

diferentes colectivos (Muestreo 2).

e MEDIA MUESTREOQOS 1+2: Los niveles de cortisol fecal en individuos con infecciones

mixtas fue 35.102 ng/g, mientras que en los individuos con infecciones simples fue 35.492
ng/g. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas. En los diferentes
colectivos, coinfectados y no coinfectados, mostraron los siguientes valores: centros de
acogida (41.707 ng/g y 38.547 ngl/g, respectivamente), gateras (24.028 ng/g y 32.724 ng/g,
respectivamente), y colonias felinas (31.821 ng/g y 28.612 ng/g, respectivamente). Ningln

colectivo mostro diferencias estadisticas en comparacién con los demés (Tabla 24).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Coinfeccion 41.707 24.028 31.821 35.102
Infeccion simple 38.547 32.724 28.612 35.492
P valor (P >0.05) (P >0.05) (P >0.05) (P >0.05)

Tabla 24. Concentracién media de FGM (ng/g), en muestras coinfectadas y con infeccién simple, en los

diferentes colectivos (Media muestreos 1+2).
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3.5. COMPARACION NIVELES DE FGM — CONSISTENCIA FECAL

MUESTREOQ 1: Los niveles de cortisol fecal, o sus metabolitos, en muestras clasificadas
con consistencias fecales 1-4, y 5-7, fueron de 44.779 ng/g y 42.546, respectivamente. No
se detectaron diferencias estadisticamente significativas. En cada colectivo se registraron los
siguientes valores: centros de acogida (48.801 ng/g y 50.842 ng/g, respectivamente), gateras
(42.323 ng/g y 32.009 ng/g, respectivamente), colonias felinas (33.713 ng/g y 48.827 ng/g,
respectivamente), y criaderos (64.311 ng/g y 32.208, respectivamente). Ningin colectivo

mostrd diferencias estadisticas en comparacion con los demas (Tabla 25).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS CRIADEROS TOTAL
Consistencias 1-4 48.801 42.323 33.713 64.311 44.779
Consistencias 1-5 50.842 32.009 48.827 32.208 42 546
P valor P >0.05 P>0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05

Tabla 25. Concentracién media de FGM (ng/g), en muestras de consistencias fecaless 1-4, y 5-7, en los

diferentes colectivos (Muestreo 1).

MUESTREOQ 2: Los niveles de cortisol fecal, o sus metabolitos, en muestras clasificadas
como de consistencias fecales 1-4, y 5-7, fueron de 20.365 ng/g y 22.473, respectivamente.
No se detectaron diferencias estadisticamente significativas. En cada colectivo se
registraron los siguientes valores: centros de acogida (22.044 ng/lg y 22.670 ng/g,
respectivamente), gateras (20.978 ng/g y 19.987 ng/g, respectivamente), y colonias felinas
(16.778 ng/g y 23.406 ng/g, respectivamente). Ningun colectivo mostro diferencias

estadisticas en comparacion con los demas (Tabla 26).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Consistencias 1-4 22.044 20.978 16.778 20.365
Consistencias 1-5 22.670 19.987 23.406 22.473
P valor P > 0.05 P> 0.05 P > 0.05 P> 0.05

Tabla 26. Concentracién media de FGM (ng/g), en muestras de consistencias fecaless 1-4, y 5-7, en los

diferentes colectivos (Muestreo 2).
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MEDIA MUESTREOS 1+42: Los niveles de cortisol fecal, o sus metabolitos, en muestras

clasificadas como de consistencias fecales 1-4, y 5-7, fueron de 35.921 ng/g y 34.487,
respectivamente. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas. En cada
colectivo se registraron los siguientes valores: centros de acogida (36.792 ng/g y 36.270
ng/g, respectivamente), gateras (34.801 ng/g y 28.6937 ng/g, respectivamente), y colonias
felinas (27.572 ng/g y 37.272 nglg, respectivamente). Ningun colectivo mostr6 diferencias

estadisticas en comparacion con los demas (Tabla 27).

CENTROS DE COLONIAS
ACOGIDA GATERAS FELINAS TOTAL
Consistencias 1-4 36.792 34.801 27.572 35.921
Consistencias 1-5 36.270 28.693 37.272 34.487
P valor P >0.05 P>0.05 P> 0.05 P> 0.05

Tabla 27. Concentracion media de FGM (ng/g), en muestras de consistencias fecaless 1-4, y 5-7, en los

diferentes colectivos (Media muestreos 1+2).
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3. VALIDACION BIOQUIMICA

Precision

El CV intraensayo obtenido en las pruebas de validacion ha sido 6,00%.
El CV interensayo ha sido 10.6%.

Exactitud

La linea de dilucién entre los valores teéricos y los reales muestran una R? de 99.07% (Figura
7).

Test de dilucion

1,200 - y =0,9952x - 0,0217

R*=0,9907 4
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion de metabolitos de cortisol fecal esperada (ng/ml)

Concentracion de metabolitos de cortisol
fecal observada (ng/ml)

Figura 7. Linea de dilucion de los metabolitos de cortisol en extractos fecales

Eficiencia de extraccion

El porcentaje de recuperacion medio (media + desviacion estandar) ha sido de 78.31 + 9.33%.
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V1. DISCUSION

Los colectivos animales presentan unas condiciones iddneas para el desarrollo y mantenimiento
de infecciones parasitarias (Pesavento and Murphy, 2014), especialmente aquellas que se
transmiten por contacto directo, o que se diseminan via feco-oral (Ortufio and Castella, 2011).
La prevalencia total de infeccion parasitaria en este estudio fue del 53.2% (497/934). Trabajos
previos realizados en diferentes colectivos a nivel mundial, muestran valores que oscilan entre
el 7.2% en Canada, al 100% en Portugal (Serra et al., 2003; Bisset et al., 2009; Coelho et al., 2009;
Gracenea et al., 2009; Duarte et al., 2010; Joffe et al., 2011; Khalafalla, R., 2011; Lucio-Forster and
Bowman, 2011; Becker et al., 2012; Spada et al., 2013; Khademvatan et al., 2014; Polak et al., 2014,
Waap et al., 2014; Hinney et al., 2015; Villeneuve et al., 2015; Ito et al., 2016; Korkmaz et al., 2016;
Blasco et al., 2017; Kostopoulou et al., 2017; Szwabe and Blaszkowska, 2017), mientras que en gatos
domésticos que viven con sus propietarios, varian del 10% al 39% (Barutzki and Schaper, 2003;
Mircean et al., 2011; Itoh et al., 2012; Capéri et al., 2013; Beugnet et al., 2014). De acuerdo con
Khalafalla, la gran variabilidad de los resultados presentados a nivel mundial puede ser debida a
muy diversos factores, entre otros la ubicacién geografica (temperatura y humedad), la estacion
del afio, o los habitos de las poblaciones felinas locales (Khalafalla, R., 2011). Uno de los
objetivos del presente proyecto de tesis doctoral era comparar la prevalencia de parasitosis
intestinales y pulmonares en diferentes colectivos felinos. Los resultados obtenidos han
mostrado que las colonias felinas presentan una prevalencia de infeccién mas elevada (70.4%,
119/169), los centros de acogida 58.8% (241/410), las gateras 41.4% (127/307), y son los
criaderos los que muestran las prevalencias mas bajas 20.8% (10/48). Estos valores son
similares a los documentados en diversas publicaciones (Serra et al., 2003; Botji et al., 2011;
Khalafalla, R., 2011; Lucio-Forster and Bowman, 2011; Becker et al., 2012; Khademvatan et al., 2014,
Waap et al., 2014; Villeneuve et al., 2015; Ito et al., 2016; Kostopoulou et al., 2017; Szwabe and
Blaszkowska, 2017), donde se obtienen prevalencias entre el 21% y el 91%. Al igual que en nuestro
estudio, donde se detectaron indices de prevalencia similares de protozoos y helmintos (30% y 20%,
respectivamente), los protozoos mas prevalentes son Giardia spp. y Cystoisospora spp., Y, en el caso de
los helmintos, se observa sobre todo Toxocara spp., y ancilostdmidos. Si bien los colectivos tienen en
comun una serie de carateristicas que pueden favorecer la transmision y mantenimiento de
determinadas parasitosis, las diferentes prevalencias obtenidas ponen de manifiesto que son
otros muchos los factores que intervienen de una forma directa o indirecta en su presentacion, y
gue habra que tenerlos en cuenta a la hora de establecer estrategias de control eficientes. Existen
diversos estudios en los que se han evaluado los factores de riesgo vinculados a la edad, la raza,
el sexo etc. (Tzannes et al., 2008; Zanzani et al., 2014). Sin embargo, con el objetivo de mejorar
los programas de control de parasitosis y establecer medidas de control efectivas, en este estudio
nos hemos centrado en el analisis de aquellos factores de riesgo que pueden ser eventualmente
modificados o alterados para incrementar el éxito en las medidas de control. En concreto, nos

hemos centrado en aquellos factores asociados al ambiente y al manejo, puesto que los distintos
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tipos de colectivo presentan protocolos también distintos en base al servicio que ofrecen y que
van a influir de una forma directa sobre las parasitosis. Ambos factores también influyen sobre
el nivel de bienestar del animal. Y, teniendo en cuenta que el estrés juega un rol significativo en
la respuesta inmune (Pineda and Dooley, 2003) y, eventualmente, en la prevalencia de infeccion
(Muehlenbein, M., 2006)., se procedié a la determinacion de los niveles de estrés fisiologico de

los animales, y su relacion con las prevalencias de infeccion observadas.

El disefio experimental se basaba en dos muestreos en diferentes periodos temporales. Cabe
recordar que la concentracién de FGM registra la produccion de esta hormona tras un intervalo
que puede oscilar de 6 a 24 horas, en funcidn de la especie animal (Sheriff et al., 2011). Asi, una
determinada medicion por este método, puede reflejar un estimulo estresante que haya tenido
lugar recientemente y, por lo tanto, ser un indicador poco fiable de la respuesta de estrés de tipo
cronico. De acuerdo con Palme, para estudios que evalian los niveles de estrés es necesario
obtener varias muestras de un mismo individuo (Palme, R., 2005). No obstante, la
monitorizacion de la produccion de GC en un periodo de tiempo prolongado no precisa de un
riguroso protocolo de muestreo, en cuanto a la frecuencia de recogida de muestras (Mostl and
Palme, 2002), a diferencia de la deteccion de picos hormonales agudos, que requiere la
obtencion reiterada de muestras. De esta manera, y con el objetivo de soslayar la posible

deteccidn de picos de secrecion agudos, se llevaron a cabo dos muestreos en dos afios distintos.

Las concentraciones de FGM obtenidas en este estudio muestran una gran variabilidad
interindividual, en comparacién a las reportadas en otras publicaciones (Graham and Brown,
1996; Schatz and Palme, 2001). Incluso, dentro de un mismo colectivo, los niveles pueden ser
muy variables. En este aspecto, algunos autores sugieren que existe una gran variabilidad entre
individuos, en el funcionamiento basico de los mecanismos de adaptacién, asi como de
respuesta, a los desafios ambientales (Ramos et al., 2013). De acuerdo con Mormeéde et al., esta
gran variabilidad tiene un origen multiple, ya sea por factores genéticos, de desarrollo o de
experiencias previas (Mormeéde et al., 2007).

A dia de hoy, no se ha consensuado un rango de valores de referencia para las concentraciones
de FGM en el gato doméstico y, ademas, la activacién del eje HPA esta sujeta a muchos
factores fisiolégicos 0 ambientales. En el caso de los colectivos animales, estudios realizados
sobre mamiferos sociales, demuestran que el hecho de convivir con otros conespecificos y
mantener relaciones sociales, representa un factor que estimula la activacion del eje HPA
(Ottawa and Hawkins 2003; Creel et al., 2013; Dettmer et al., 2014). Ottawa y Hawkins,
observaron este hecho en el comportamiento de gatos domésticos que residian en colectivos,
frente a otros alojados individualmente (Ottawa and Hawkins; 2003). La misma observacion la
apuntan Creel et al., en leones salvajes (Creel et al., 2003). Asi, independientemente de la

introduccion de individuos nuevos o de los cambios en las rutinas, el hecho de residir en un
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colectivo y establecer relaciones sociales, puede activar el eje adrenocorticotropo; aunque esta
clase de interacciones no suponen una amenaza para su bienestar, dado que los niveles de estrés
no son extremos, ni prolongados (Ottawa and Hawkins, 2003). De esta manera, es imposible
determinar si un animal esté estresado o no, basdndose en este parametro (Ramos et al., 2013).
Como alternativa, algunos autores han propuesto, o0 bien comparar los valores obtenidos con
otros documentados en estudios previos (Graham and Brown, 1996), aunque otros autores
apuntan que estas comparaciones dentro de la misma especie sélo son posibles siempre y
cuando se haya llevado a cabo exactamente el mismo método de cuantificacion (incluyendo el
proceso de extraccion) (Millspaugh and Washburn, 2003; Palme et al., 2012), o bien, relacionar
las concentraciones observadas con otros factores inherentes del entorno, y documentados como

potenciales causantes de estrés en el gato doméstico (Amat et al., 2016).

Centros de acogida y gateras

Los centros de acogida y las gateras son aquellos colectivos encargados de gestionar actividades
de recogida-adopcion de animales de compafiia. La diferencia esencial entre ambos es que, en
los primeros, residen perros y gatos, mientras que en los segundos sélo se aceptan gatos.
Algunos de estos centros muestreados corren a cargo de instituciones privadas, sin animo de
lucro, cuya financiacion principal proviene de subvenciones, donativos, etc., y cuyo
funcionamiento depende en gran parte de la labor que desempefian los voluntarios. En muchos
€asos, estas organizaciones estan sujetas a limitaciones econémicas que resultan en la falta de
medios para el diagnostico y tratamiento de las enfermedades infecto-contagiosas. Asimismo, a
menudo eran administradas por personal poco avezado en protoclos higiénicos y/o manejo de
estas enfermedades.

Antes de ser incorporados en el recinto, los gatos pasaban por un periodo de cuarentena, y solo
se introducian aquéllos con estatus FIV/FeLV, negativo. Las instalaciones eran principalmente
de cemento, aunque algunas combinaban con una seccion de tierra. El personal, normalmente
voluntarios, retiraba las deposiciones cada dia, y renovaba la sepiolita cada cinco dias,
aproximadamente. La desinfeccion se llevaba a cabo a dias alternos. En la mayoria de centros
de acogida muestreados, todos los animales eran desparasitados una o dos veces al afio,
mientras que, en gateras, la mayoria desparasitaba cada tres meses. En ambos colectivos se

administraba tratamiento antiparasitario puntual, si algin individuo mostraba signos de diarrea.

El grupo de parasitos mas prevalente en ambos colectivos fueron los protozoos (41%, 69/410,
en centros de acogida; y 31%, 95/307, en gateras). Los protocolos antiparasitarios llevados a

cabo se basaban en la administracion a dosis Unica de antihelminticos de amplio espectro. Esta
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estrategia terapéutica resulta efectiva contra los helmintos, pero es insuficiente para eliminar los
protozoos, que requieren de otros principios activos y/o tratamientos mas prolongados
(Gruffydd-Jones et al., 2013a). Este aspecto podria explicar la elevada prevalencia de protozoos

observada, en comparacion a la infeccion por helmintos.

En estos colectivos, el principal material utilizado en las bandejas de deposicidn era la sepiolita
(n=568), en la cual se detecté un 50% (285/568) de prevalencia, por detras del serrin (70%,
24/34), y la tierra (76%, 39/51). Este material se caracteriza por sus propiedades higroscopicas,
que favorecen la desecacion del material fecal, con el consecuente deterioro de las formas de
transmision parasita. No obstante, las bandejas de deposicion son concurridas por diferentes
individuos quienes, ademas, se introducen en el interior y remueven el contenido, entrando en
contacto con estas formas de transmisién y, posiblemente, contribuyendo a su diseminacion por
el recinto. Adicionalmente, en estos areneros se mantiene un cierto grado de humedad

procedente de la orina (Dubey et al., 2011).

La especie mas cominmente detectada fue Giardia spp. (24%, 98/410, en centros de acogida; y
27%, 84/307, en gateras). En otros estudios realizados en el mismo tipo de colectividades
felinas, se obtuvieron valores de prevalencia similares (39%, 12.4% y 11.5%) (Bisset et al.,
2009; Hinney et al., 2015; Kostopoulou et al., 2017). La presencia de Giardia spp. no siempre
se asocia con sintomatologia clinica en los carnivoros domésticos (Thompson, R., 2004), sin
embargo, casos de giardiasis clinica en gatos se notifican habitualmente en colectividades
felinas, donde los efectos de la sobrepoblacion y el confinamiento, entre otros, puede generar
estrés y exacerbar la sintomatologia (Mircean et al., 2011). En el presente estudio se observé
que, del total de gatos infectados por Giardia spp. y que presentaban consistencias fecales de 5-
7, aproximadamente un 50% (35/68) pertenecia a centros de acogida, y un 40% (38/68) a
gateras. De acuerdo con los protocolos de actuacion en estos centros, en ocasiones, son
desparasitados aquellos animales que presentan signos gastrointestinales. Sin embargo, un
elevado porcentaje de los gatos infectados presentaba consistencias de 1-4 (44%, 48/110, en
centros de acogida; y 38%, 42/110, en gateras). Este aspecto, pone de manifiesto la existencia
de individuos que actlan como portadores asintomaticos, que pasan clinicamente
desapercibidos y, a menudo, no son sometidos a ningln tratamiento y, en consecuencia,
contribuyen de manera significativa a la diseminacion del parasito.

Por otra parte, los quistes de Giardia spp. son infectivos una vez son eliminados via fecal. En
este aspecto, son especialmente importantes los protocolos de limpieza y desinfeccion. La
retirada inmediata de las heces es un buen método para reducir el riesgo de transmision feco-
oral, sin embargo, el tiempo que transcurre entre la deposicion y la recogida, es tiempo
suficiente para provocar una nueva infeccion. Ademas, los quistes son capaces de mantenerse

infectivos largos periodos de tiempo, dada su elevada resistencia a las condiciones ambientales.
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Aunque el riesgo de transmision zoonotica sigue siendo objeto de debate entre la comunidad
cientifica (Caccio and Ryan., 2008; Ballweber et al., 2010; Bowman and Lucio-Forster, 2010;
Inpankaew et al., 2014), se conoce que tanto perros como gatos pueden albergar los genotipos
zoondticos (A 'y B) y, por lo tanto, pueden actuar como fuente de infeccion para los humanos.
De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio molecular, en 5 muestras
procedentes de centros de acogida, se detecto el genotipo A. Otras publicaciones anteriores ya
detectaron ambos genotipos zoondticos en colectivos felinos (Papini et al., 2007; Zheng et al.,
2015; Xu et al., 2016), a nivel mundial. En Espafia, al igual que se ha documentado en este
proyecto, Dato et al., y Gil et al., también detectaron el genotipo A en refugios de gatos (Dado et
al., 2012; Gil et al., 2017). Es importante destacar que, a pesar de los resultados observados, no se
puede confirmar al 100% la presencia del genotipo zoon6tico, debido a algunas inconsistencias
obtenidas en la secuenciacién de ciertos extractos (Tabla 11). Es el caso de dos extractos
asignados como genotipo A, Unicamente por el gen tpi; y de otros dos que fueron asignados
como genotipo F, segln el gen beta-giardina, y como genotipo A, de acuerdo con la
secuenciacion del gen tpi. Estas variaciones de los resultados en los diferentes genes, ya habian
sido observadas en otros estudios de genotipado de Giardia spp. Read et al., por ejemplo,
notificaron un 25% de diferencias entre la secuenciacion del gen gdh, en comparacion al 18S
rDNA (Read et al., 2004; Caccid and Ryan, 2008; Sommer et al., 2018). Los autores sugieren
que este fendmeno puede ser debido a la presencia de una coinfeccidn entre dos genotipos
diferentes, de los cuales uno es amplificado preferentemente, para un determinado gen. Gelanew
et al., tras los resultados observados en un estudio en 59 personas, y donde detectaron tres
individuos infectados con el genotipo F, proponen otra explicacion, basandose en el elevado
porcentaje de homologia (98%) que comparten los genotipos A y F, para el gen de la beta-
giardina (Gelanew et al., 2007).

De este modo, el hecho de detectar un genotipo zoonético en un gen y, al mismo tiempo, un
genotipo especifico de especie en otro, no es infrecuente (Caccio and Ryan., 2008). De acuerdo
con Sprong et al., seria necesario detectar un genotipo zoon6tico en tres genes distintos (beta-
giardina, gdh, o tpi, por ejemplo), para confirmar su potencial zoonético (Sprong et al., 2009).
Asi, con los resultados obtenidos en este trabajo, no se puede afirmar con seguridad que los
gatos estudiados estén infectados con genotipos de Giardia spp. potencialmente zoonéticos,
aunque tampoco hay que descartar las posibles infecciones mixtas, entre genotipos zoonéticos y
especie-especificos. Cabe mencionar en este sentido que, dado que el genotipo A se detectd
exclusivamente en muestras procedentes de centros de acogida, se puede conjeturar que se haya
producido una contaminacion cruzada entre pardsitos de las instalaciones de perros y gatos,
puesto que los canidos también pueden hospedar este genotipo zoondtico. Por otra parte, en

ninguno de los extractos analizados se observaron los genotipos especificos del perro (C y D).

103



V1. DISCUSION

En los centros de acogida, también se detectd la mayor prevalencia de Cryptosporidium spp.
(3.7%, 15/410). Sin embargo, se puede considerar que la prevalencia de infeccion por este
coccidio, en el presente estudio, estd subestimada. El reducido tamafio de los ooquistes dificulta
su identificacion mediante métodos de flotacion convencionales, por lo que se requieren otro
tipo de técnicas, como IFA o PCR (Scorza and Tangtrongsup, 2010). Dado que estas técnicas no
se pudieron realizar en el total de muestras (n=934), es posible que la prevalencia observada sea
menor que la real. En cuanto a las especies de Cryptosporidium detectadas, en las 17 muestras
secuenciadas se reveld la infeccion por C. felis. De todas ellas, 11 mostraban consistencias
fecales de 5-7. En humanos, se considera que el riesgo de contraer la enfermedad provocada por
esta especie es relativamente bajo (Gil et al., 2017), sin embargo, puede suponer un riesgo en
sujetos con el sistema inmunitario comprometido, sobre todo, aquéllos positivos al HIV, o
individuos jovenes. En estos colectivos de riesgo, se ha documentado que la parasitacion por C.

felis puede desarrollar un cuadro clinico (Lucio-Forster et al., 2010).

El coccidio de ciclo directo, Cystoisospora spp., fue detectado en prevalencias del 20% (83/410)
en centros de acogida, mientras que en gateras slo se observo un 5% (15/307). Estos coccidios
son especialmente prevalentes en individuos jovenes, y la frecuencia de infeccion disminuye
con la edad (Gow et al., 2009), afectando sobre todo a animales inmunodeprimidos (Tzannes et
al., 2008; Petry et al., 2011). En este sentido cabe mencionar que, en nuestro estudio, todos los
gatos muestreados eran individuos adultos. La principal via transmisién de estos protozoos se
produce por la ruta feco-oral, pero también se puede adquirir por la ingestion de hospedadores
paraténicos. Es importante tener en cuenta que la fuente de alimentacién de estos gatos es el
pienso comercial. Sin embargo, no se puede descartar que la infeccion se haya producido a
partir de la depredacion de hospedadores paraténicos, especialmente roedores, puesto que su
presencia en este tipo de instalaciones es posible. De todas maneras, en estos colectivos,
tampoco se puede descartar que dicha prevalencia de infeccidn se relacione con un componente
inmunitario. La coccidiosis clinica se relaciona con situaciones de inmunodepresion (Bowman
et al., 2002; Pallant et al., 2015). Por un lado, en las muestras analizadas se observaron, de
manera general, mayor nimero de ooquistes por campo microscépico, sugiriendo una carga
parasitaria més elevada. Por el otro, en los centros de acogida se determiné que un 30% (17/57)
de las muestras parasitadas por Cystoisospora spp., presentaban una consistencia fecal de 5-7,
mientras que, en las gateras, todas las muestras donde se detectaron estos coccidios se
clasificaron con una consistencia fecal de 1-4. En la epidemiologia de las infecciones
parasitarias, la severidad del cuadro clinico y, por tanto, la presencia de sintomatologia, es

directamente proporcional a la carga parasitaria (Cordero del Campillo, 1999).

En los centros de acogida también se notificaron elevados indices de coinfeccion, siendo

significativamente mas altos que en gateras. De acuerdo con Petney et al., el sistema
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inmunitario juega un papel relevante en la prevalencia de infecciones concomitantes (Petney et
al., 1998), de tal manera que aquellos individuos inmunocomprometidos seran méas susceptibles
de albergar, simultdneamente, diversas especies de parésitos. En el estudio de Pallant et al.,
donde estudiaban la prevalencia de parasitos intestinales en poblaciones caninas y felinas, se
notifico la asociacion entre Giardia spp. y Cystoisospora spp. como la méas prevalente en ambas
poblaciones (Pallant et al., 2015), afectando especialmente a individuos menores de 1 afio de
edad, siendo esta relacion estadisticamente significativa para los perros. En los gatos, no se
pudo llevar a cabo el analisis estadistico, por el reducido tamafio muestral.

En los centros de acogida y gateras, se observd mayor prevalencia de coinfecciones entre
diferentes protozoos, Giardia spp. y Cystoisospora spp. (n=23), y, Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. (n=7), las mas frecuentes. Estas asociaciones se documentaron como las
mas comunes en otros estudios realizados en felinos domésticos (Vasilopoulos et al., 2006; Ito
et al.,, 2016). Concretamente, Vasilopoulos et al., detectaron que un 83% de los gatos
eliminaban simultdneamente quistes de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. Estos
autores sugirieron que podia existir una interaccion positiva entre uno y otro protozoo,
proponiendo la hipétesis de que los trofozoitos de Giardia spp. dafiaban la superficie del
epitelio intestinal, facilitando la invasion del coccidio (Vasilopoulos et al., 2006). Este hecho
podria hacerse extensivo a la colonizacion por parte de Cystoisospora spp., ya que estos agentes
también son de localizacion intracelular (Dubey et al., 2014). También se observé la infeccion
mixta entre Giardia spp. y Tritrichomonas spp. (n=5), pero en este caso, la asociacion puede
responder a un patron ecoldgico ya que, aunque ambos protozoos son de localizacion
extracelular, Giardia spp. tiene predileccion por el intestino delgado, mientras que
Tritrichomonas spp. se localiza preferentemente en intestino grueso (Bowman, D., 2013).
Aunque todavia se desconocen con detalle los mecanismos de interaccion entre estos protozoos,
se han descrito sinergismos entre diferentes especies de parasitos que pueden agravar el cuadro
clinico (Cox, F., 2001). En este estudio, sin embargo, se observo la misma proporcion de
muestras con consistencias de 1-4 y de 5-7, en las coinfecciones entre Giardia spp. y

Cystoisospora spp. 0 Cryptosporidium spp.

Toxocara spp. fue detectado mas frecuentemente en los centros de acogida (17%, 71/410)
Numerosos estudios que involucran centros de acogida y gateras, han reportado este nematodo
con valores de prevalencia por encima de cualquier otro parasito (Gracenea et al., 2009; Lucio-
Forster and Bowman, 2011; Becker et al., 2012; Villeneuve et al., 2015; Szwabe and
Blaszkowska, 2017). No obstante, cabe apuntar que la identificacion de las diferentes especies
de Toxocara spp, basandose en la morfometria de las formas de transmisién con microscopia
convencional, presenta ciertas limitaciones (MacPherson, C., 2013). Fahrion et al.,

documentaron en un estudio el caso de gatos que eliminaban repetidamente huevos de T. canis
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en sus deposiciones, tras haber sido trasladados a instalaciones previamente ocupadas por perros
(Fahrion et al., 2011). En cualquier caso, tanto T. canis como T. cati se consideran importantes
agentes zoonoticos (Fisher et al., 2007; Lee et al., 2010), ya que ambos son responsables del
sindrome conocido como larva migrans visceral. En el ciclo biolgico de Toxocara spp., las
larvas que infectan a un animal adulto o inmunocompetente, tienen la capacidad de realizar una
migracion somatica hasta establecerse en un tejido, en el cual pueden persistir en estado latente
durante largos periodos de tiempo (Overgaauw and Knapen, 2013). Asi, la infeccion puede
presentarse en gatos adultos, pero es poco probable que se asocie a signos clinicos
(Despommier, D., 2003). Ademas, los tratamientos antihelminticos a las dosis recomendadas,
no son efectivos contra estas larvas somaticas (Epe, C., 2006). En estos animales, la
reactivacién de las larvas se puede desencadenar como consecuencia de una inmunosupresion,
ya sea debida a cambios endocrinos, desajustes inmunitarios, o estrés (Nijsse et al., 2016).

Los protocolos de desinfeccion son especialmente relevantes en el caso de Toxocara spp., ya
que la estructura de los huevos de estos nematodos, les confiere una elevada resistencia a las
condiciones ambientales. De hecho, Morrondo et al., y Veocai et al., demostraron que un
porcentaje considerable de huevos de Toxocara spp., seguian su desarrollo embrionario tras
estar expuestos a compuestos desinfectantes de uso comin, como el formaldehido o el cloruro
de benzalconio, durante al menos 1 mes (Morrondo et al., 2006; Verocai et al., 2010).
Adicionalmente, el segundo autor notificd que la desinfeccion con lejia (hipoclorito sédico),
deformaba los huevos, pero no inhibia el desarrollo larvario, hasta las dos semanas de
tratamiento (Verocai et al., 2010).

En 4 muestras procedentes de gateras (1.3%), pudieron ser identificadas capsulas ovigeras,
caracteristicas de Dypilidium caninum. Los valores obtenidos fueron similares a los
documentados en otros estudios (0.2% - 5%) (Lucio-Forster and Bowman, 2010; Mircean et al.,
2010; Khalafalla, R., 2011; Spada et al., 2013; Khademvatan et al., 2014; Zanzani et al., 2014). Este
plathelminto se transmite principalmente por la ingestion de pulgas del género Ctenocephalides
que alojan el estadio larvario en su interior. De hecho, en estos centros muestreados se
notificaron problemas de infestacién por estos ectoparasitos. Para los seres humanos, la
parasitacion por D. caninum, puede cursar con sintomatologia clinica (Beugnet et al., 2014).

Por ultimo, en uno de los centros de acogida muestreados se detectaron huevos compatibles con
cestodos de la familia Diphyllobothridae (0.1%, 1/934). Estos seudofilideos no se distribuyen de
manera comdn en la region mediterranea (Bowman et al., 2002), sin embargo, en dos estudios
realizados en colectivos felinos de Italia también se observaron, aunque con bajos valores de
prevalencia (1.2% y 1.4%) (Spada et al., 2014; Zanzani et al., 2014). Los dos géneros de
importancia veterinaria, integrados en esta familia, son Diphyllobothrium y Spirometra (Taylor

etal., 2016). El primero esta ligado a ciclos acuaticos, ya que se transmite por ingestion de peces
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infectados con el estadio larvario; mientras que en el segundo participan anfibios, reptiles o
roedores, como hospedadores intermediarios (Bowman et al, 2002). En este estudio no se pudo
concretar la especie, pero se notificd que en el centro de acogida se incluia pescado crudo en la
dieta de los gatos. No obstante, con este hallazgo no se puede confirmar la sospecha, puesto que
la especie Spirometra erinaceieuropae se distribuye a nivel mundial, y es capaz de parasitar a la
especie felina.

Entre los agentes zoondticos observados en nuestro estudio parasitolégico, no se pudo
documentar la presencia de Toxoplasma spp. La técnica de flotacion utilizada permite la
concentracion de ooquistes de esta especie de coccidio, no obstante, debido al reducido tamafio
de éstos (11 - 13 pm), y a su baja tasa de eliminacion, son muy dificiles de detectar por
microscopia Optica (Esch and Petersen, 2013). Ademas, en caso de observar estructuras
compatibles, seria imposible discernir el tipo de coccidio, ya que otras especies que afectan al
gato doméstico, como Hammondia spp., 0 Sarcocystis spp., también eliminan ooquistes de estas
dimensiones (Vasilopulos et al., 2006). A este aspecto, se le suma el hecho de que la mayor
eliminacion de ooquistes se produce, generalmente, durante periodos muy cortos (7-21 dias)
post-infeccion (Lilly and Worthman, 2013). En general, los estudios epidemiolégicos de
toxoplasmosis en colectivos felinos se basan en técnicas serolégicas para la determinacion de
anticuerpos frente a T. gondii. Para ello, es necesaria la obtencidén de muestras sanguineas. Este
método precisa de la manipulacion de los animales. En nuestro estudio, basado en técnicas de
diagnostioc no invasivas, gran parte de los gatos muestreados son de dificil manejo y captura,
sobre todo, si son ferales, como la mayoria de los gatos de colonias felinas, por lo que se

descartd este tipo de analisis.

La evidencia de la circulacion de paréasitos con potencial zoonético, debe considerarse en los
centros de acogida y gateras. En primer lugar, por el personal que trabaja en el centro y
mantiene un estrecho contacto con los animales y sus deyecciones. Y, en segundo lugar, dado
gue la adopcién o recuperacion de estos animales por parte de sus propietarios constituye la
principal oportunidad para salir del colectivo, por lo que la presencia de dichas zoonosis podria
representar un riesgo de salud puablica si no se toman precauciones en el momento de la

adopciodn/cesion o recuperacion.

En condiciones de confinamiento, se apuntan respuestas sociales que suponen un desafio para el
bienestar animal (Mostl et al., 2013; Broadley et al., 2014). De acuerdo con Finka et al., en
gatos domésticos confinados en colectividades, el comportamiento social es variable, y depende
principalmente de la densidad de animales y la disponibilidad de alimento (Finka et al., 2014).
Cuando se establecen en grupos, forman jerarquias como mecanismo compensatorio para lidiar

con la imposibilidad de satisfacer sus necesidades territoriales (Ramos et al., 2012), y pueden
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derivar en un incremento de los niveles de agresividad y estrés, que generan enfrentamiento
entre individuos. Esta clase de conflictos, también se han descrito como factores que provocan
estrés en gatos (Amat et al., 2016).

En el andlisis de los pardmetros de bienestar del presente estudio, se observaron diferencias
significativas entre el grado de confinamiento y los niveles de estrés. En este sentido, se registrd
que la mayoria de gatos (68/107) en centros de acogida y gateras, residian en una superficie
inferior a 1.67 m’/gato (Rochlitz et al., 1999). Rochlitz et al., recogen en un estudio las
recomendaciones para un alojamiento aceptable de los gatos de refugios. De acuerdo con estas
pautas, los autores apuntan la necesidad de un espacio suficiente para separar adecuadamente las
areas de comida, descanso y deposicién y, ademas, que permita a los trabajadores realizar
facilmente las tareas de limpieza y desinfeccion. Asi, es muy importante conceder un espacio
suficiente para que los individuos mantengan una separacion entre ellos que les permita reducir
la probabilidad de agresién. Pero si el emplazamiento es demasiado pequefio, se puede
incrementar el riesgo de contactos agonisticos, por lo que los gatos intentardn evitarse
mutuamente disminuyendo su actividad (Rochlitz et al., 1999). Los factores estresantes
exclusivos de los ambientes cautivos pueden originarse en la incapacidad de realizar un
comportamiento activo, junto con su resultado funcional, es decir, encontrar escondites, escapar
de las amenazas, realizar el comportamiento de “grooming”, buscar comida, etc. (Carlstead et
al., 1993). Teniendo en cuenta aquellos colectivos en los que el animal se halla confinado, es
decir, centros de acogida y gateras, la evaluacion de los niveles de FGM mostré que la media de
concentracién hormonal era mas elevada en los centros de acogida que en las gateras, lo que nos
sugiere que los niveles de estrés son significativamente mas altos en los gatos que viven en
centros de acogida. Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta en relacion a los
centros de acogida, y que lo diferencia del resto de colectivos, en especial de las gateras, es la
presencia de perros (Stella and Croney, 2016). Los gatos de este tipo de colectivos mantienen un
contacto continuo, ya sea auditivo, visual u olfativo, con perros alojados en el mismo centro
constiuyendo una de las fuentes mas importantes de estrés. Un hallazgo similar ya se documentd
en el estudio de McCobb et al., quienes compararon los niveles de cortisol urinario en gatos
alojados en dos tipos de centros: unos donde también se alojaban perros, y otros completamente
aislados de otras especies. Los autores notificaron niveles hormonales significativamente
superiores, en los primeros centros; y lo atribuyeron al estrés generado por el constante sonido
de los ladridos (McCobb et al., 2005).

Del mismo modo, en los gatos de centros de acogida se observa una asociacion estadisticamente
significativa entre los niveles de FGM y la parasitacion, de manera que los individuos
parasitados presentan niveles de FGM mas elevados que los que no lo estan. A nivel fisioldgico,

uno de los efectos conocidos del cortisol, es la reduccion de la actividad inmune (McDonald’s,
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2003), que resulta en una mayor susceptibilidad de contraer enfermedades infecto-contagiosas.
De acuerdo con Petney et al., tal hecho podria hacerse extensivo a la probabilidad de contraer
coinfecciones, pues una inmunosupresion, también aumenta la probabilidad de contraer
infecciones simultaneas por diferentes agentes (Petney et al., 1998). Este principio explicaria
por qué en los centros de acogida, los individuos con niveles mas elevados de FGM, presentan
mayor prevalencia de infeccion parasitaria. Un estudio anterior sobre chimpancés salvajes,
documento esta relacion directamente proporcional, entre infeccion parasitaria y concentracion
de FGM (Muehlenbein, M., 2006).

Asimismo, se podria hacer referencia a que la exposicion a estimulos estresantes, activa una
compleja conexion entre el sistema nervioso central y el sistema nervioso entérico, que puede
resultar en una modulacion de la cantidad y composicién de la microbiota intestinal (Carabotti
et al., 2015). Como consecuencia de estas perturbaciones, se puede comprometer el papel
inmunomodulador de la microbiota, que acabaria reduciendo la actividad inmune (O’Hara and
Shanahan, 2006; Chow et al., 2010).

Los niveles de FGM fueron estadisticamente superiores en aquellos individuos con infeccion
protozoaria, y el colectivo que mostré diferencias significativas respecto al resto, fueron los
centros de acogida. Curiosamente, el protozoo méas prevalente en los gatos de este tipo de
colectivos fue Giardia spp. Este protozoo no se considera un patégeno primario (Tysnes et al.,
2014) y su patogenia ha sido vinculada a la microbiota intestinal (Bartelt and Sartor, 2015). El
mecanismo patdgeno no se conoce con detalle, pero se ha sugerido que este protozoo es capaz
de provocar cambios cualitativos y cuantitativos en su composicién, cambios en su
funcionamiento o actividades metabdlicas, o bien, cambios en su distribucion (Barash et al.,
2017). Por otra parte, los estimulos estresantes también pueden inducir cambios cualitativos y
cuantitativos en la microbiota comensal, favoreciendo la replicacién de Giardia spp. en la

mucosa intestinal.

Una de las implicaciones clinicas del estrés es la diarrea (Konturek et al., 2011), debido a la
comunicacion entre los sistemas nerviosos central y entérico, comentada previamente. De esta
manera, cabria esperar mayor frecuencia de aparicion de heces de consistencias 5-7, en los
centros donde se observaron concentraciones hormonales mas altas. Sin embargo, en nuestro
trabajo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el grado de
consistencia fecal y los niveles de FGM, de la misma manera que se documento en el estudio de
Andersen et al., (2018), en centros de acogida. De acuerdo con estos autores, la mera presencia
de estos patdgenos no siempre causa diarrea, y otros factores como estrés, infecciones
concurrentes, el estatus inmunoldgico, la virulencia del patégeno y la carga parasitaria, pueden
contribuir con el desarrollo del cuadro clinico (Andersen et al., 2018). En el estudio de McCobb

et al., citado anteriormente, y donde comparaban los niveles de cortisol urinario de gatos
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alojados en dos tipos de centros, notificaron una asociacion estadisticamente significativa entre
aquellos animales con concentraciones hormonales més altas, y la presencia de signos clinicos

gastrointestinales, como vomitos o diarrea (McCobb et al., 2005).

Colonias felinas

Las colonias felinas son agrupaciones controladas de gatos, localizadas en zonas urbanas o
periurbanas, aungue en ocasiones, también se podian encontrar adjuntas a los centros de
acogida, como estrategia para el control de poblaciones de roedores. La mayoria de colonias
muestreadas eran espacios naturales, sin pavimentos artificiales o areas delimitadas. De esta
manera, el tipo de suelo predominante estaba compuesto de tierra y vegetacion. La mayoria de
animales en estos colectivos, eran gatos asilvestrados, agrupados de manera controlada tras
entrar en el proceso CER, u otros gatos ferales, de origen desconocido gque se asentaban en estas
colonias. En general, no se llevaban a cabo medidas de higiene o desinfeccion, salvo en aguellas
colonias localizadas alrededor de los centros de acogida que disponian de puntos de defecacion
controlados -generalmente bandejas- y que eran desinfectadas una vez por semana. Los
animales no recibian tratamiento antiparasitario alguno; s6lo se habian desparasitado
previamente a la liberacion tras la castracion en el marco del programa CER. En estos casos la
desparasitacién consistia en la aplicacién de un antiparasitario de amplio espectro en dosi Gnica

mediante “spot on”.

En estos colectivos fue donde se detectd la prevalencia de parasitosis mas elevada (70%,
119/169) y, ademas, se documentd que mas de la mitad de las infecciones estaban producidas
por helmintos (58.6%, 99/169). El analisis de los factores de riesgo indic6 que la prevalencia de
infeccion era significativamente mas alta en superficies de tierra. De acuerdo con Ortufio y
Castella, el tipo de material donde se depositan las heces, puede tener un rol importante en el
mantenimiento de algunos agentes parasitarios (Ortufio and Castella., 2011). En el contexto del
presente estudio, este hallazgo se podria explicar por un patron de comportamiento de los gatos,
quienes frecuentemente entierran sus deposiciones y, con ello, crean un clima propicio para la
viabilidad de las formas de transmision y/o el desarrollo de las fases parasitarias inmaduras
hacia el estadio infectivo. Esto permite que se conservan con un cierto grado de humedad,
imprescindible para evitar el proceso de desecacion, el cual constituye uno de los principales

mecanismos dafiinos para la supervivencia parasitaria (Stromberg, B., 1997).

Las colonias felinas muestreadas, ademas, se caracterizan por la carencia de control ambiental.
Unicamente en aquéllas anexadas a refugios animales, se retiraban las heces de las bandejas, si
las habia, y se desinfectaba el material de manera regular. En cambio, en las colonias urbanas y
periurbanas, las deposiciones permanecian en el ambiente hasta su descomposicidn, propiciando

asi la propagacion y mantenimiento de las formas de transmisién parasita. A este déficit de
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medidas de control ambiental, hay que sumar el hecho de que los gatos comparten el ecosistema
con otras especies animales, potencialmente implicadas en los ciclos de vida de los parasitos
observados, ya sea como hospedadores paraténicos o como intermediarios. Todos ellos forman
parte de una red tréfica, de la cual estos gatos ferales actian como depredadores mayores.

A pesar de la mayor prevalencia de helmintos, el pardsito mas cominmente detectado fue el
protozoo Cystoisospora spp., 23% (39/169). A diferencia de lo que ocurria en centros de
acogida y gateras, en las muestras analizadas se apreciaba, generalmente, un nimero bajo de
ooquistes por campo microscépico. Teniendo en cuenta que una de las vias de infeccion de este
agente es la ingestion de hospedadores paraténicos (Saitoh and Itagaki, 1990; Lappin, M.,
2010), incluyendo pequefios roedores o algunos artrépodos, entre otros; se puede sugerir que los
porcentajes de prevalencia observados estan ligados con los habitos depredadores de este tipo de
gatos (Szwabe and Blaszkowska, 2017), y no a desajustes inmunitarios que hayan
desencadenado la multiplicacion del coccidio.

De la misma manera, se detectd un porcentaje de prevalencia de Toxocara spp. (17%, 29/169)
similar al observado en centros de acogida. En este caso, cobran protagonismo los hospedadores
paraténicos, entre los que se incluyen roedores, lagomorfos, o aves (Despommier, D., 2003;
MacPherson, C., 2013), ya que pueden transmitir las larvas de Toxocara spp. cuando son
depredados por un gato (Traversa, D., 2012); y la naturaleza de los huevos, los cuales son
altamente resistentes a las condiciones medioambientales, y pueden mantenerse infectivos

durante meses, o incluso afios (Overgaauw and Knapen, 2013; Spada et al., 2013).

Huevos de paréasitos ancilostdmidos (Ancylostoma spp. o Uncinaria spp.) fueron detectados en
un 11.6% de las muestras (108/934), siendo el nematodo mas prevalente, mientras que
publicaciones previas en gatos de colectivos lo documentaron en menor frecuencia (1.1% a
4.9%) (Bisset et al.,, 2009; Lucio-Forster and Bowman, 2010; Becker et al., 2012).
Contrariamente, otra publicacion sobre colectivos felinos en Brasil mostr6 que casi el total de
los animales (96.1%) presentaban infeccion por esta familia de helmintos (Coelho et al., 2009).
La transmision de estos parasitos se puede producir por via oral, con la ingestion de las larvas
filariformes, por via percutanea, cuando éstas atraviesan activamente la piel de sus
hospedadores (Capari et al., 2013), o por paratenesis, con la ingestion de hospedadores
paraténicos que alberguen la larva infectante (Bowman et al., 2010). En las colonias felinas,
donde el sustrato predominante era la tierra, las larvas pueden eludir la desecacion descendiendo
a estratos méas profundos, siguiendo su instinto higréfilo, y mantenerse viables méas tiempo
(Stromberg, B., 1997). Ademas, en estos colectivos los gatos tienen acceso a diversas presas que
pueden actuar como hospedadores paraténicos. Ambos factores podrian explicar las diferencias

observadas entre los valores de prevalencia de las colonias felinas (38%), y los centros de
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acogida y gateras (8.5% y 3%, respectivamente). A nivel de salud publica, algunas especies de
esta familia de nematodos pueden provocar el sindrome conocido como larva migrans cutanea
(Traversa, D., 2012). Sin embargo, a partir del analisis morfométrico de los huevos mediante
microscopia Optica, es imposible discernir entre las diferentes especies. Por lo tanto, para
confirmar si entrafia un peligro para los seres humanos, se deberian aplicar métodos de biologia

molecular, o identificacicon de larvas mediante claves taxonémicas.

En un 16% (27/169) de las muestras fecales fueron detectadas formas de transmisién de
cestodos, en el interior de los cuales se identificaba el embrion hexacante, caracteristico de este
grupo de helmintos. Sin embargo, a pesar de las diferencias morfoldgicas entre los huevos, el
analisis mediante microscopia Optica no permite la determinacion a nivel de especie (Becker et
al., 2012; Molnar et al., 2015;), por lo que se englobaron en la familia Taeniidae, tal y como se
documenta en otras publicaciones (Becker et al., 2012; Molnar et al., 2015; Nijsse et al., 2016;
Szwabe and Blaszkowska, 2017). El ciclo bioldgico de estos platihelmintos es de tipo
heteroxeno, e intervienen roedores que actian como hospedadores intermediarios. Un estudio
epidemioldgico en gatos domésticos en Alemania y otros paises europeos, documentd una
prevalencia de infeccion por Taenia taeniaeformis del 0.34% (37/10.650), y por Echinococcus
multilocularis del 0.23% (25/10.650) (Dyachenko et al., 2008). Para los seres humanos, la
parasitacion por algunas especies como Echinococcus spp. (Familia Taeniidae) puede cursar con
sintomatologia clinica (Beugnet et al., 2014), derivada del desarrollo de la fase larvaria (quiste
hidatidico) en diferentes tejidos (Taylor et al., 2016).

La prevalencia de nematodos pulmonares fue del 21% (36/169), de los cuales, la mayoria (18%)
pertenecian al grupo de los metastrongilidos (Superfamilia Metastrongiloidea: Aelurostrongylus
spp. o Troglostrongylus spp.) y un 3% se clasificaron como nematodos triquiuroideos (Eucoleus
spp.; antiguamente nombrado Capillaria spp.). De acuerdo con Hansen et al., la distribucion de
este nematodo esta intimamente ligada a los habitos de vida de los gatos asilvestrados, dado que
estdn mas expuestos a hospedadores de transporte, incluyendo roedores, anfibios, reptiles o
aves; los cuales pueden alojar la tercera fase larvaria, tras ingerir un gasterépodo infectado
(Hansen et al., 2017). En este trabajo se llevé a cabo el analisis coproldgico mediante la técnica
de flotacion-centrifugacion ya que permite identificar las larvas infectantes. Sin embargo, la
técnica de Baerman ofrece mayor sensibilidad para la deteccion de este parasito (Lucio-Forster
and Bowman, 2011; Becker et al., 2012) y, por lo tanto, los resultados obtenidos podrian no
reflejar los valores de prevalencia reales. La frecuencia de infeccion por Eucoleus spp. (syn.
Capillaria spp.) observada, es similar a la reportada en una colonia felina de Italia (1.4%)
(Spada et al., 2013).
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Las coinfecciones méas frecuentes en muestras de colonias felinas, tuvieron lugar entre los
nematodos ancilostémidos y metastrongilidos (n=18), y entre ancilostémidos y Toxocara spp.
(n=16). Estas asociaciones ya se habian documentado anteriormente en una publicacién anterior
(Coelho et al., 2009). De acuerdo con Behnke et al., las infecciones concurrentes provocadas
por algunas especies de nematodos, tienen lugar en diferentes regiones del intestino e, incluso,
en diferentes 6rganos, sugiriendo que su distribucién puede estar determinada por las
caracteristicas inherentes de los nichos ocupados (Behnke et al., 2004). Asi, estas distintas
localizaciones, evitan la competicion por los recursos y promueven la coexistencia de varias
especies. Tal y como se ha comentado anteriormente, en las infecciones concurrentes pueden
darse sinergismos entre las diferentes especies implicadas, que pueden agravar el cuadro clinico.
Sin embargo, la mayor parte de estas muestras coparasitadas (11/18, para la primera asociacion;

y 11/16, para la segunda), presentaban consistencias fecales de 1-4.

Al igual que sucedia en los anteriores colectivos, en las colonias felinas también se debe valorar
la circulacion de agentes parasitarios potencialmente zoondéticos. En este caso, no suponen un
problema por el contacto intimo de personas con los animales, ya que se trata de gatos ferales,
en general no aptos para la adopcion; sin embargo, pueden suponer un riesgo importante de
contaminacion ambiental, ya que los gatos tienen acceso a parques publicos, playas, jardines, u
otras areas de recreo (Becker et al., 2012; Overgaaw and Knapen, 2013). Martinez-Moreno et
al., realizaron un estudio sobre prevalencia de infeccion parasitaria en muestras de tierra
recogidas de 22 jardines y parques publicos de la ciudad de Cérdoba, y detectaron huevos de
Toxocara spp. en un 3.8% (13/342) de las muestras, y en 8 de las 22 &reas estudiadas. Los
autores concluyeron que, aunque el nivel de contaminacion no era alto, existia un riesgo de
infeccion evidente, puesto que las muestras fueron recogidas en areas frecuentadas por nifios
(Martinez-Moreno et al., 2007).

Las colonias felinas fueron los colectivos donde se detectaron valores mas bajos de FGM. A
pesar de que comparten algunas similitudes, en cada colectivo felino se presentan diferentes
condiciones, en cuanto al estilo de vida de los animales, y que podrian explicar los patrones
observados en la concentracion de FGM. Por ejemplo, los centros de acogida o las gateras,
ademas de interacciones con personas 0 animales desconocidos, implican condiciones de vida
mucho mas restrictivas que en las colonias felinas, relacionadas con un estilo de vida libre
(McCabb et al., 2005). Evidencias de ello se han documentado en un estudio de Fanson et al.,
comparando niveles de FGM de linces salvajes y en cautividad (Fanson et al., 2012). Los
autores sugirieron que los animales cautivos presentaban niveles de FGM significativamente

mas elevados, como consecuencia del limitado espacio.
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Cabe remarcar que los valores de concentracion de FGM detectados en los diferentes colectivos,
especialmente en las colonias felinas, deben ser interpretados con cautela. En algunas de ellas,
el acceso a las muestras era complicado ya que los animales no defecaban en bandejas de
deposicion, sino que lo hacian entre la vegetacion, o las enterraban en el suelo. En el momento
de la recogida, se observaron en algunas de ellas la presencia de larvas de mosca, lo que denota
un cierto grado de descomposicion. Incluso, en el analisis parasitologico fueron detectados
huevos de nematodos ascéridos y/o ancilostoémidos, en cuyo interior se apreciaba una larva
totalmente desarrollada. Este hallazgo también sefialaba que las muestras no eran frescas. Tal y
como documentan algunos autores, la edad de la muestra puede alterar los niveles de FGM, si
ésta no ha sido conservada debidamente tras su recogida en fresco (Sheriff et al., 2011). La
principal causa de este suceso es la actividad microbiana y/o enzimaética, que degradan las
sustancias fecales, y que podria conducir a una deteccion de niveles méas bajos (Palme et al.,

2013). Este aspecto pone de manifiesto una limitacién de la técnica de cuantificacién hormonal.

Para la infeccion por helmintos, se detectd una relacion estadisticamente significativa con los
niveles de FGM. En este caso, aunque el analisis estadistico avale esta asociacion positiva, la
relacion entre los niveles bajos de estrés y la parasitacion por helmintos, debe considerarse con
precaucion, ya que se ajusta mas a un efecto ambiental. Ambos parametros se dan
principalmente en colonias felinas donde, por un lado, los gatos no se encuentran confinados y
poseen un estilo de vida libre y, por el otro, se trata de ambientes menos controlados, en lo que a

medidas de manejo se refiere, y con acceso a hospedadores paraténicos o intermediarios.

Criaderos

Los criaderos son los colectivos felinos que destinan los animales a la reproduccion y la
posterior venta o cesion de la descendencia. Los centros visitados, eran domicilios privados
donde se mantenia a los animales en grupos de 9-20 individuos. Se retiraban las deposiciones a
diario, y se renovaba la sepiolita una vez por semana. En la gran mayoria de centros
muestreados, la desinfeccion se llevaba a cabo semanalmente, y los animales eran
desparasitados cada 3 meses, aunque de la misma manera que sucedia en centros de acogida y
gateras, también se administraban tratamientos puntuales en caso de presentarse signos clinicos

compatibles con infeccidn por paréasitos intestinales.

Estos colectivos fueron los que mostraron menor prevalencia de parasitosis intestinales (20.8%,
10/48). Adicionalmente, fueron los Unicos donde no se detectaron muestras infectadas por

helmintos, en concordancia con los resultados observados en una publicacion previa, llevada a
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cabo en estos colectivos felinos (Ito et al., 2016). Los autores sugirieron que las pautas de
desparasitaciéon empleadas, tenian espectro de accion contra helmintos, pero no contra
protozoos. Este hallazgo también fue documentado en nuestro estudio, de tal manera que los
protozoos no se ven afectados por la accion de estos principios activos y, en consecuencia, es
posible que colonicen los nichos desocupados por helmintos (Arabi and Hooshyar, 2009).
Ademas, en los criaderos estudiados los gatos tenian escaso, o nulo, contacto con el exterior,
limitando asi su acceso a otros animales que pueden actuar como hospedadores de ciertas
especies de helmintos (Ito et al., 2016), asi como protozoos del género Cystoisospora, los cuales

tampoco fueron detectados en ningun criadero.

Una caracteristica de los criaderos, que no comparte con el resto de colectivos, es que en los
mismos centros conviven individuos jovenes y adultos. Ademas, estos animales adultos se
encuentran en diferentes estados reproductivos, como gestacion o lactaciéon. En este contexto,
cobran importancia los animales que actiian como portadores asintomaticos. De igual modo que
ocurria en centros de acogida y gateras, estos individuos parasitados no muestran signos
clinicos, de tal manera que no son aislados, al no suponer un riesgo aparente para el resto de
animales. De esta manera, actuan como diseminadores durante todo el curso de la infeccion, y
entrafian un peligro para aquellos gatos que, por cuestiones fisiologicas relacionadas con la

reproduccion, o por la temprana edad, no son inmunocompetentes.

Por otra parte, aunque en estos centros los gatos también estaban confinados, la densidad de
animales era mas baja, en comparacion a los centros de acogida y las gateras. Este aspecto es
importante, no solo porque se disminuye la probabilidad de contacto efectivo entre individuos,
sino también porque es mas facil detectar y aislar aquellos animales que pueden suponer un
riesgo de infeccién para el resto. Adicionalmente, en todos ellos los animales desempefiaban un
rol como mascota, por lo que eran sometidos a protocolos de limpieza y desparasitacion,
semejantes a los que reciben los gatos que viven con sus propietarios. Los ambientes eran
tranquilos, en ausencia de otras especies animales, las poblaciones se mantenian estables, sin
introducciones de nuevos individuos, la atencién de los gatos era total e individualizada v,
ademas, en todos ellos los animales mantenian una estrecha relacién con sus propietarios, hecho
gue se ha documentado como un factor potencial que reduce el estrés en gatos (Amat et al.,
2016). Tomando esto en consideracion, cabria esperar que estos individuos mostrasen
concentraciones hormonales més reducidas, sin embargo, fueron los colectivos donde se
registraron los niveles mas elevados. Hay que tener en cuenta el factor fisiologico de la
reproduccion ya que, en estos colectivos, ningin animal estaba castrado, y podian encontrarse
en periodos de celo, gestacion o lactancia (Sheriff et al., 2011). Lynch y Bardi documentaron
que se producian picos de secrecion de GC en hembras de primates coincidiendo con el celo

(Lynch et al., 2002) y la gestacion (Bardi et al., 2003). EI mismo patron se observé en hembras
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de otros mamiferos durante el periodo de lactacion (Kenagy and Place, 2000). Por esta razén, y
con el fin de evitar una interpretacion errénea de los resultados, se decidio prescindir de este

colectivo en el segundo muestreo.

Técnicas diagndsticas

Las muestras fecales se procesaron mediante diferentes métodos diagnosticos. Se llevaron a
cabo técnicas coproldgicas de concentracion por flotacidn, test de inmunofluorescencia directa,
cultivo selectivo, y PCR, para el estudio parasitolégico y molecular. Para la cuantificacion de
FGM vy las pruebas de validacion bioquimicas, se utilizé una técnica de ELISA.

Técnicas coprologicas

El andlisis coproldgico es el método que se utiliza de manera rutinaria en el diagnéstico de
parasitosis intestinales. Se trata de un conjunto de técnicas faciles de llevar a cabo, de bajo coste
econémico, y que permiten la identificacién de un amplio rango de formas de transmision

parasita como quistes, ooquistes, huevos o larvas (Dryden et al., 2005).

Concretamente, la flotacion en sulfato de zinc 33% (8 = 1.18), con centrifugacion, fue el método
de eleccion en otros estudios de prevalencia de parasitosis intestinales y pulmonares (Gates and
Nolan, 2009; Gow et al., 2009; Khalafalla, R., 2011; Lucio-Forster and Bowman, 2011;
Beugnet et al., 2014; Polak and Smith-Blackmore, 2014; Saleh et al., 2016). De acuerdo con
Zajac et al., esta solucion es la mas efectiva para la identificacion de Giardia spp. porque
produce un menor deterioro de los quistes, en comparacidn con otras soluciones de flotacién de
mayor densidad especifica (Barr et al., 1992; Zajac et al., 2002; Blagburn and Butler, 2006). En
nuestro estudio parasitoldgico, se esperaba encontrar un elevado porcentaje de prevalencia de
este protozoo, tal y como se observd en un estudio previo en la misma regién (Blasco et al.,
2017). Algunos autores afirman que su prevalencia de infeccién esta subestimada (Thompson et
al., 2008; Payne and Artzer, 2009), debido a la baja sensibilidad de los métodos diagnosticos
rutinarios, porque puede presentarse de forma subclinica y/o por el patron de eliminacion
intermitente de los quistes. La verificacion de la presencia de quistes, sin embargo, puede
resultar dificultosa para personal poco experimentado, sobre todo en aquellos casos en que la
carga parasitaria es reducida y, por ende, la cantidad de quistes fecales (Epe et al., 2010). En un
estudio cuyo objetivo era comparar la eficacia diagndstica de diferentes técnicas, se procesaron

muestras de heces positivas a Giardia spp., mediante métodos coproldgicos de flotacion, y un
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kit comercial de deteccion antigenica. La interpretacion de los resultados fue llevada a cabo por
un grupo de veterinarios clinicos y, Unicamente 6 de los 27 participantes, lograron identificar
quistes en las muestras procesadas por flotacién (Dryden et al., 2006). La dificultad para
detectar estas formas de transmision no soélo radica en su reducido tamafio, sino que, también,
porque pueden ser confundidos con pseudoparésitos, como por ejemplo levaduras, estructuras
vegetales, cristales, u otros componentes, que también son concentrados a las densidades
aplicadas. Ademaés, el contacto prolongado de los quistes en los diferentes solutos, puede
deteriorarlas y, por lo tanto, representar una complicacion afiadida a la hora de interpretar las
observaciones microscépicas (Dryden et al., 2005). De acuerdo con Dryden et al., son
necesarias tres flotaciones en sulfato de zinc (5 = 1.18) consecutivas, para alcanzar un 94% de
sensibilidad en el diagnéstico (Dryden et al., 2006). Otros autores, en cambio, también abogan

por llevar a cabo el analisis por triplicado, pero en dias alternos (Payne and Artzer, 2009).

En segundo lugar, se realizaron tests de inmunofluorescencia directa para la deteccion
especifica de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. Con el mismo kit comercial empleado en el
presente estudio, Alles et al. documentaron en heces humanas, que este método tiene mayor
sensibilidad y especificidad que otras técnicas convencionales (99.2% y 100%, respectivamente,
para Giardia spp.; ¥ 93% y 100%, respectivamente, para Cryptosporidium spp.) (Alles et al.,
1995). Aunque el uso de microscopia dptica permite la deteccion de quistes de Giardia spp., ya
sea a partir de un frotis directo, o bien tras un método de concentracion, algunos autores
proponen la técnica de inmunofluoresecncia directa como la mejor alternativa diagnostica en los
carnivoros domésticos, dado su mayor porcentaje de sensibilidad que las técnicas anteriores
(Cirak and Bauer, 2004; Tangtrongsup and Scorza, 2010; Capéari et al., 2013). Para
Cryptosporidium spp., en cambio, el uso de métodos de concentracion por flotacién es
extremadamente limitado, debido a la dificultad de deteccion de los ooquistes por su reducido
tamafio (Scorza and Tangtrongsup, 2010). Asi, el diagnéstico mediante microscopia optica
puede hacerse tras la aplicacion de técnicas de tincion (Chalmers and Katzer, 2013), aunque esta
opcion también presenta indices de sensibilidad y especificidad bajos (Thompson et al., 2016).
En este trabajo, el diagnostico de Cryptosporidium se llevé a cabo mediante un kit de IFA
destinado para su uso en heces humanas. En este sentido, Mekaru et al., exponen una limitacion
del ensayo, pues los anticuerpos monoclonales de estos Kits estan especialmente disefiados para
la deteccion de ooquistes de C. parvum (Mekaru et al., 2007). De acuerdo con estos autores, se
desconoce si estos inmunoensayos son capaces de detectar, de manera precisa, las especies de
Cryptosporidium genéticamente divergentes, incluyendo C. felis. Marks et al., sin embargo, en
un estudio donde comparaban la eficacia de deteccién de ooquistes de Cryptosporidium spp., en
excrementos de gato, mediante una tincion Ziehl-Neelsen modificada, kits comerciales de EIA 'y

un test inmunofluorescencia directa, proporcionaron valores de sensibilidad del 85% de ésta
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Gltima, sugiriendo su uso como técnica diagnéstica para Cryptosporidium spp., en gatos (Marks
et al.,, 2004). Ademés, en nuestro estudio se detectaron ooquistes mediante la IFA que,
posteriormente, fueron identificados como C. felis, en la secuenciacion genética. No obstante, es
posible que Cryptosporidium esté infradiagnosticado en nuestro estudio. Por un lado, por la
dificultad de concentrar un gran nimero de ooquistes ya que, ademas de la baja tasa de
eliminacion que muestran los carnivoros domésticos, en comparacion con otras especies (Scorza
and Tangtrongsup, 2010), se suma el protocolo de preparacion de la muestra, en el cual se
requieren una serie de diluciones, con el fin de asegurar una Optima calidad de capa de
antigenado, y una interpretacion nitida en el microscopio. Con este proceso de dilucion, se
puede perder un gran numero de ooquistes, tal y como se documenta en un estudio previo
(Marks et al., 2004).

También se llevé a cabo un cultivo selectivo para la identificacion de Tritrichomonas spp.
Durante la fase de replicacion en la mucosa del intestino grueso, este protozoo se multiplica por
fision binaria simple, y los trofozoitos resultantes se excretan a través de las heces (Gruffydd-
Jones et al., 2013b). Al no contar con una forma de resistencia, estos organismos son muy
labiles en el medio ambiente, lo cual implica que el examen coprolégico debe hacerse con
muestras muy frescas (Gookin et al.,, 2003). Un estudio realizado con gatos infectados
experimentalmente, observo que la deteccidn del parasito mediante microscopia convencional, a
partir de un frotis directo con muestras obtenidas del recto, era significativamente mas alta que
con muestras recogidas del exterior (Gookin et al., 2001). Los autores sugirieron que la
supervivencia del trofozoito era menor, una vez expuesto a las condiciones ambientales, que en
el tramo intestinal. Los métodos laboratoriales para el diagndstico de la tricomoniasis felina
incluyen técnicas tradicionales, como el examen directo de heces y el cultivo selectivo, y
modernos basados en biologia molecular (Spitz et al., 2015). Los primeros, se consideran de
baja sensibilidad y especificidad, ya que precisan de muestras con una elevada carga parasitaria
para su deteccion, y porque no permiten diferenciar entre otras especies de tricomonadidos (Lun
and Ghadanger, 1999). En cuanto a la carga parasitaria, Gookin et al., afirman que el nGmero de
organismos excretados por gatos que presentan infeccion clinica, es suficientemente grande para
ser detectado rutinariamente mediante técnicas de cultivo (Gookin et al., 2003).
Adicionalmente, la observacion de formas moviles en el cultivo selectivo no confirma la
presencia de este patdgeno, puesto que existe otra especie de tricomonadido, Pentatrichomonas
hominis, que es capaz de desarrollarse en este tipo de cultivo, y muestra el mismo patrén de
movimiento (Caplecha et al., 2013). Este otro agente se encuentra en el tracto digestivo de
diversas especies animales, y se considera un organismo comensal (Gookin et al., 2003). En un
estudio de Grellet et al., realizado en perreras, y cuyo objetivo era determinar la prevalencia y

especie de tricomonadidos en la poblacion canina, se observd el crecimiento de este tipo de
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protozoos en el mismo medio de cultivo empleado en el presente proyecto v, tras la aplicacion
de técnicas de biologia molecular, se determind que la especie presente era P. hominis (Grellet
et al., 2013). De esta manera, para establecer un diagndstico fiable, es necesario combinar el
cultivo con técnicas de tincion, como por ejemplo Diff-Quik, y métodos de biologia molecular,
como la PCR (Gruffydd-Jones et al., 2013b).

Finalmente, la PCR fue la técnica utilizada para la identificacion de los genotipos de Giardia
spp. Y las especies de Cryptosporidium. Esta reaccion se puede realizar tomando como diana
diferentes genes. En el caso de Giardia spp., los mas cominmente empleados son los que
codifican para la subunidad pequefia del RNA ribosomal (SSU-rRNA), la proteina beta-
giardina, las enzimas tpi y gdh; o el factor de elongacion alfa-1, entre otros (Caccio and Ryan,
2008; Feng and Xiao, 2011; Heyworth, M., 2016; Thompson and Ash, 2016). En el presente
estudio se utilizaron el gen de la beta-giardina, y el de la tpi, los cuales ya habian sido
empleados en otros estudios en gatos domésticos (Read et al., 2004; Sprong et al., 2009; Zheng
et al., 2015; Xu et al., 2016; Uchoa et al., 2018). El primero codifica una proteina estructural,
especifica del quiste de Giardia spp., mientras que el segundo codifica la enzima
triosafosfatoisomerasa. Para el diagnostico de Cryptosporidium spp., los principales genes de
eleccion son el gue codifica para la subunidad 18S del RNA ribosomal (185 RNA), para una
proteina de la pared del ooquiste (COWP) o las regiones intergénicas 1y 2 (ITS-1 e ITS-2)
(Navarro i Martinez et al., 2010). En este caso, se utilizaron los genes para la subunidad 18S del
RNA ribosomal, y para la COWP, del mismo modo que se han documentado en otras
publicaciones que trabajaron con felinos domésticos (Spano et al., 1997; Yang et al., 2015;
Beser et al., 2017). El uso de multiples genes es ventajoso para el diagnéstico molecular de
estos protozoos, ya que incrementa la sensibilidad de deteccidn (Caccio et al., 2008; Ryan and
Cacci0, 2013; Bouzid et al., 2015; Thompson et al., 2016).

La obtencion de resultados 6ptimos mediante la PCR, no solo depende de la calidad inherente
de la reaccion ezimatica o del analisis de varios genes, sino que, también, es muy importante el
procesado anterior de la muestra, desde su recogida y conservacién (incluyendo el tipo de
método y su duracién), hasta la extraccién del DNA. En primer lugar, es fundamental trabajar
con formas de resistencia viables (Bouzid et al., 2008), que no hayan sufrido un proceso de
degradacion, de tal manera que su material genético se mantenga intacto. Es por ello que las
muestras deben ser lo mas frescas posibles (Kuk et al., 2012), sin que hayan estado expuestas
mucho tiempo a las condiciones externas. Por otra parte, se debe asegurar que el material fecal
procede de animales que no hayan recibido un tratamiento antiparasitario previo, pues se conoce
que algunos farmacos antiprotozoarios interaccionan con el DNA, produciendo una pérdida de
su estructura helicoidal, e incluso, la rotura de la cadena (Edwards, D., 1993). Wilke y

Robertson, compararon los resultados de la PCR en muestras infectadas con quistes de Giardia
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spp., y conservadas por diferentes métodos (dicromato potasico 5%, formaldehido 4% y etanol),
a lo largo de 12 semanas en refrigeracion (4°C). Aunque en todos los grupos se lograron
resultados positivos para la PCR, en todos ellos se observd una disminucion gradual del nimero
de nucleos viables (Wilke and Robertson, 2009). Kuk et al., realizaron un estudio donde
evaluaron semanalmente (hasta un maximo de 4 semanas) la cantidad de DNA (ng/uL) que se
preservaba, en muestras expuestas a diferentes condiciones de conservacion: temperatura
ambiente, refrigeracion (4°C), congelacion (-20°C), alcohol 70%, formaldehido 10%, o
dicromato potésico 2,5%. Ademas, llevaron a cabo el anélisis de dos tipos de muestras, unas que
contenian mayor numero de quistes, en relacion a los trofozoitos, y viceversa. En este caso, los
resultados mostraron que no habia diferencias significativas entre la concentracion de DNA
obtenida en las diferentes semanas, para cada método de preservacion. Sin embargo, Unicamente
las muestras que fueron conservadas en dicromato potasico, lograron resultados positivos en
aquellas con mayor presencia de trofozoitos que de quistes. De acuerdo con los autores, estas
formas vegetativas son muy sensibles a las condiciones ambientales, y pueden ser rapidamente
dafadas, tanto a temperatura ambiente, como de congelacion (-20°C) o refrigeracién (4°C). Asi,
los autores sugirieron gue el éxito del dicromato potasico reside en su pH é&cido, gue mantiene el
DNA viable durante mas tiempo (Kuk et al., 2012).

La congelacion ha sido un método ampliamente utilizado puesto que limita el crecimiento
bacteriano y la actividad enzimética, durante largos periodos de tiempo. No obstante, se conoce
que también deteriora las formas de transmision parasita, permitiendo la exposicion del DNA, el
cual sera mas susceptible a la degradacion bacteriana cuando alcance temperaturas mas elevadas
(Wilke and Robertson, 2009). Algunos autores, sin embargo, documentaron buenos resultados
en la PCR de muestras conservadas a -20°. Es el caso de Abdelsalam et al., quienes también
compararon diferentes métodos de conservacion para muestras fecales positivas a
Cryptosporidium spp., durante un mes. Entre las diferentes técnicas que se llevaron a cabo,
congelacién a -20°C, alcohol 10%, dicromato potasico 2.5%, y formalina; se detectaron valores
de sensibilidad de 80%, 73.3%, 33.3% y 0%, respectivamente, determinando que la congelacién
durante un mes, era el mejor método para preservar los ooquistes (Abdelsalam et al., 2017).

Los autores de estos estudios concluyen que, aunque mantener la integridad del material
genético es importante, el éxito de la amplificacién radica en la cantidad de formas de
transmision presentes en una muestra (Wilke and Robertson, 2009; Kuk et al., 2012;
Abdelsalam et al., 2017). En este trabajo, se seleccionaron aquellas muestras con mayor carga
parasitaria, de acuerdo con el andlisis mediante microscopia Optica, y se conservaron las

muestras en dicromato potasico 5% (comunicacion personal Dr. Simone Caccio).

De la misma manera, la eleccién de un buen método de extraccion del material genético también

es fundamental para aumentar la sensibilidad (Sepahvand et al., 2017). El principal objetivo de
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este proceso no soolo es aislar el DNA presente en una muestra, sino que también cumple la
mision fundamental de neutralizar la accion de una serie de sustancias conocidas como
inhibidores. Estos compuestos tienen la capacidad de interactuar con el DNA a través de
diferentes mecanismos vy, en definitiva, hacer que sean indetectables mediante los métodos
moleculares. Algunos ejemplos de elementos inhibidores son compuestos organicos como las
sales biliares, la urea, el fenol, el etanol, los polisacéridos, el acido humidico; o también
proteinas como el colageno, la mioglobina, la hemoglobina, la lactoferrina, y algunas
inmunoglobulinas, o enzimas (Kuk et al., 2012; Schrader et al., 2012). La mayoria de kits
comerciales para la extraccion de DNA, ya cuentan entre sus protocolos, con métodos para

eliminar estas sustancias. Por lo tanto, es importante seguir los pasos de manera rigurosa.

Muchos investigadores sostienen que las técnicas de biologia molecular son las que utilizan
herramientas que ofrecen mejores indices de sensibilidad y especificidad, en comparacion al
resto de técnicas (Bertrand et al., 2005; Mekaru et al., 2007; Chalmers et al., 2011). Gotfred-
Rasmussen et al., por ejemplo, en un estudio donde comparaban los indices de sensibilidad de
cuatro técnicas diferentes para la deteccion de Giardia spp., obtuvieron un porcentaje del 91%
para la PCR. Este valor estaba por encima del calculado en la inmunofluorescencia directa
(50%), y en dos métodos de concentracion: sedimentacién bifasica (31%) y flotacién en
sacarosa (6 = 1.20) (67%) (Gotfred-Rasmussen et al., 2016). Ademas, en este mismo estudio
también documentaron que la PCR, junto con la inmunofluorescencia, eran las Unicas técnicas
que lograron obtener resultados positivos en una serie de diluciones que se llevaron a cabo (1:1,
1:20, 1:100, 1:1.000, 1:5.000, y 1:10.000), y en cada una de las cuales el nimero de quistes
disminuia gradualmente. Los métodos de concentracion, en cambio, no detectaron quistes a
partir de la dilucién 1:1.000. En el presente estudio, sin embargo, todas las muestras analizadas
por PCR, a excepcién de una, fueron positivas en el test de flotacidn, pero Unicamente en 28
muestras se obtuvo un producto amplificado (Tabla 8). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Uchoa et al., quienes en un estudio donde analizaron 96 muestras fecales de
humanos, perros y gatos, infectadas por Giardia spp., detectaron resultados positivos en 38
muestras mediante la PCR, con los genes de la beta-giardina y de la tpi, frente a los 86
observados en la flotacién en sulfato de zinc (8 = 1.2) (Uchoa et al., 2018). Los autores
atribuyeron el bajo rendimiento de la PCR a la baja carga parasitaria y a la presencia de
inhibidores, sobre todo en las muestras de perros y gatos, concluyendo la necesidad de combinar

técnicas para incrementar la sensibilidad del diagndstico.

En cuanto al diagnéstico de Cryptosporidium spp. realizado en este trabajo, 27 muestra fueron
analizadas conjuntamente mediante inmunofluorescencia directa y PCR, para cualquiera de los
dos marcadores genéticos empleados. Se detectaron 8 resultados positivos con la primera

técnica, pero de ellos, sélo 5 resultaron positivos para la PCR. Por otra parte, de las 19 muestras
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que fueron diagnosticadas como negativas por inmunofluorescencia, 9 de ellas resultaron
positivas tras ser analizadas por PCR (Tabla 8). Las sensibilidades de ambas técnicas fueron
comparadas por Vejdani et al. en muestras fecales humanas, y se obtuvieron valores de 90.9%
para PCR, y 81.8% para inmunofluorescencia directa (Vejdani et al., 2014).

En el caso del diagnostico de Giardia spp., donde se detectaron quistes en 39 de las 40
muestras, mediante flotacidn, sorprende el alto nimero de resultados negativos por PCR (n=12).
Son muchas las causas que pueden haber conducido a este bajo rendimiento de la técnica. Por
un lado, y de acuerdo a lo expuesto en muchas otras publicaciones, es importante tener en
cuenta la carga parasitaria. Muchos autores coinciden en que un inconveniente de la PCR, es
que precisa de una concentracion elevada de material genético para que el producto de
amplificacion sea visible (Fletcher et al., 2014; Koehler et al., 2014; Uchoa et al., 2018), y se
sefiala como principal causa de los bajos porcentajes de sensibilidad obtenidos en algunos
estudios (Wilke and Robertson, 2009; Uchoa et al., 2018). Este aspecto es especialmente
relevante en los carnivoros domésticos, ya que se ha documentado una baja tasa de eliminacion
de quistes de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp., en comparacion a otras
especies (Scorza and Tangtrongsup, 2010). Paz e Silva, et al., en un estudio sobre prevalencia
de Giardia spp., en 300 muestras de perros, revelaron una prevalencia del 17.3% (n=52),
combinando examen microscépico (n=48) después de flotacion en sulfato de zinc, y PCR
(n=36) para los genes gdh y SSU-rDNA. Segln estos autores, la mayor parte de resultados
negativos para la PCR, se dieron en muestras donde, mediante microscopia, solo se
identificaban entre 1 y 3 quistes, por preparacion (Paz e Silva, 2012). Con estos resultados
observados, postularon que el examen microscopico, seguido de técnicas de flotacidn en sulfato
de zinc, tenia un rendimiento similar a la deteccion molecular.

Ademas de la cantidad de formas de transmision, también es importante su distribucién en la
muestra. Uehlinger et al., apuntan que la distribucion no homogénea de quistes y ooquistes en
una muestra puede conducir a resultados erréneos, dado que, para llevar a cabo el analisis, no se
trabaja con todo el espécimen fecal, sino con una proporcién del mismo (Uehlinger et al., 2017).
Para sortear esta primera limitacidn, en este estudio se llevaron a cabo diferentes estrategias. En
el caso de Giardia spp., concretamente, en los criterios de inclusion para la mayoria de
muestras, se tuvieron en cuenta aquéllas que cumplian alguna de las pautas de Strand et al., en
referencia al nimero de quistes observados en un campo microscopico, con preferencia por las
mas abundantes (Strand et al., 2008). Adicionalmente, para ambos protozoos, antes de iniciar el
proceso de extraccion se concentraron las muestras con soluciones de flotacion de densidades
especificas conocidas (sulfato de magnesio =1.19 o sulfato de zinc 6=1.20). Con ello se
consiguen agrupar las formas de transmision, tal y como proponen algunos autores (Lalle et al.,

2005). El problema de esta etapa es que el material obtenido debe ser lavado inmediatamente
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con agua para eliminar el exceso de solucion de flotacion o, de lo contrario, se corre el riesgo de
deteriorar las formas de transmision y, en consecuencia, provocar la alteracion del DNA
(Dryden et al., 2005). El proceso de lavado per se, puede conducir a la pérdida de quistes u
ooquistes, de la misma manera que ocurre con la fase inicial de todo el proceso, en la cual se
debe retirar el exceso de conservante (Marks et al., 2004).

Otro factor que podria ser responsable del alto numero de falsos negativos, se relaciona con la
presencia de compuestos inhibidores. Cabe tener en cuenta que las heces son matrices
bioldgicas especialmente ricas en estos compuestos (Abdelsalam et al., 2017), y que suelen
estar contaminadas con materia organica, especialmente cuando se han recogido del suelo. En el
caso del gato, ademads, la presencia de sepiolita en la muestra puede interferir en esta técnica
diagnostica, puesto que dicho material tiene una capacidad de absorcién y retiene la urea que
contamina la muestra de heces y, a su vez, es sustancia capaz de degradar la polimerasa (Uchoa
et al., 2018). Se han descrito muchos mecanismos que pueden alterar algin punto de la reaccion
enzimatica. Algunos inhibidores, por ejemplo, compiten con los cebadores por el punto de
unién al DNA diana, e impiden llevar a cabo el proceso de hibridacion. Diferentes enzimas se
han descrito como potenciales inhibidores de la PCR, como por ejemplo las nucleasas o ciertas
proteasas, que pueden degradar el DNA o la polimerasa, respectivamente; o también
disacaridasas, que pueden alterar el proceso enzimatico mimetizando la estructura de los &cidos
nucleicos (Schrader et al., 2012). Otros elementos, como el calcio, el colageno, o el acido

tanico, inhiben su actividad (Nantavisai et al., 2007).

Para el diagnostico de Cryptosporidium spp., en cambio, la PCR brind6 la posibilidad de
detectar ooquistes en 9 muestras, que habian sido consideradas negativas mediante
inmunofluorescencia directa. Esta combinacion de técnicas también gener6 discordancia en un
estudio de Scorza et al. donde, entre 353 muestras fecales de gato, detectaron 101 positivas por
PCR, y 52 por inmunofluorescencia directa: 27 muestras fueron positivas para ambas técnicas;
74 fueron PCR positivas e IFA negativas, 25 PCR negativas e IFA positivas, y 227 negativas
para ambos métodos. En total, calcularon un 72% de porcentaje de discordancia (Scorza et al.,
2003). De acuerdo con muchos investigadores, el bajo nimero de ooquistes presentes en una
muestra, junto al proceso de dilucidn que se debe aplicar para conseguir una capa de antigenado
adiente (Marks et al., 2004), representa el factor limitante mas notable para la
inmunofluorescencia directa (Scorza and Tangtrongsup, 2010). Por otro lado, también cabe
afiadir, que se requiere cierta experiencia para la identificacion mediante microscopia de
fluorescencia, por el reducido tamafio de los ooquistes, y porque los antigenos marcados con
fluoresceina pueden unirse inespecificamente a otras estructuras presentes en la muestra, dando

lugar a una interpretacion erronea de los resultados.
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En el diagnoéstico por PCR de ambos protozoos, se observaron discordancias entre los diferentes
marcadores genéticos empleados. Para Giardia spp., se detectaron 28 resultados positivos con el
gen beta-giardina, mientras que, para el gen tpi, se detectaron 22 (Tabla 9). Estos hallazgos se
han documentado en otras publicaciones (Ballweber et al., 2010; Uchoa et al., 2018). En el
estudio de Uchoa et al., por ejemplo, el analisis molecular de 17 muestras fecales de perro, solo
logré amplificar 6 muestras con el gen de la beta-giardina, mientras que los otros genes
estudiados (gdh y tpi) no generaron producto amplificado. En el mismo trabajo, también se
analizaron 24 muestras humanas, y se obtuvieron 8 resultados positivos para la beta-giardina, 6
para la gdh y 5 para la tpi (Uchoa et al., 2018). Este aspecto pone de manifiesto la necesidad de
analizar maltiples genes, para un mismo agente, con el fin de aumentar la sensibilidad de la
reaccion enzimatica, tal y como proponen diversos autores (Caccio et al., 2008; Ryan and
Cacci0, 2013; Bouzid et al., 2015; Thompson et al., 2016). En el estudio de Nantavisai et al., se
estimaron las sensibilidades de deteccidn de cuatro cebadores para sus genes diana, en funcion
del limite de deteccidn, en varias muestras con concentraciones de quistes conocidas: 3,368
quistes/mL, 674 quistes/ mL, 337 quistes/mL, y 168 quistes/mL. Los resultados mostraron
mejores indices de deteccidn en el gen de la SSU-rRNA, que lograba amplificaciones en todas
las muestras; seguido del gen gdh, en el cual se detecté amplificacion hasta 337 quistes/mL. Los
peores resultados se registraron para los genes tpi y beta-giardina, puesto que el primero solo
amplifico en la muestra con la concentracion de quistes mas elevada, mientras que el segundo,
no logré amplificacion alguna (Nantavisai et al., 2007). De acuerdo con los autores, los buenos
indices de sensibilidad documentados para el gen SSU-rRNA, se deben, en primer lugar, a que
la secuencia nucleotidica de este gen se conserva mejor que en otras regiones; y, en segundo
lugar, debido a la existencia de numerosas copias de este gen en el mismo organismo, estimada

en 60-130 copias por nucleo.

En el presente estudio, esta clase de inconsistencias todavia fueron mas Ilamativas en el
diagndstico del coccidio Cryptosporidium spp., donde en 20 de las 40 muestras analizadas, se
detectaron 8 amplificaciones con el gen 18S rDNA, mientras que el gen COWP no mostrd
ningun resultado positivo (Tabla 10). Este hallazgo no concuerda con el documentado por Yu et
al., quienes realizaron un estudio comparativo de las sensibilidades entre estas dos dianas
genéticas. Se establecieron seis limites de deteccion, entre 10° y 10° ooquistes. Los resultados
obtenidos fueron similares para ambos genes, sin embargo, se concluyd que el gen COWP era
mas sensible puesto que era capaz de generar amplificaciones en muestras con concentracion
mas baja de ooquistes. EI gen 18S rDNA, en cambio, establecid su limite de deteccion en la
segunda concentracién mas baja (10" ooquistes) (Yu et al., 2009). Resultados similares, aunque

menos precisos, fueron obtenidos por Pedraza-Diaz et al., quienes estimaron que el limite de
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deteccidn de este gen en muestras fecales era <500 ooquistes por gramo (Pedraza-Diaz et al.,
2001).

Técnicas inmunolégicas

La monitorizacion de la actividad del eje HPA, a partir de material fecal, es un procedimiento
ampliamente utilizado y estandarizado en el gato doméstico, para el estudio de la respuesta de
estrés (Schatz and Palme, 2001; Young et al., 2004; Brown, J.L., 2006), sin embargo, a dia de
hoy no se han registrado valores de referencia para estas concentraciones hormonales en el gato
doméstico. Es importante tener en cuenta que este andlisis no se lleva a cabo directamente con
la cuantificacion de cortisol inalterado, sino que se detectan sus metabolitos, dado que, durante
el proceso de degradacion, esta hormona se somete a varias reducciones, oxidaciones e
hidroxilaciones, antes de ser conjugada en el higado (Mostl and Palme; 2002). Este tipo de
muestras ofrecen la ventaja de que pueden ser obtenidas de manera sencilla y con un grado de
invasion minimo, ya que no se requiere la manipulacién de los animales. Graham y Brown,
ademas, demostraron que la principal ruta de excrecién de metabolitos de cortisol marcados
radioactivamente, en hembras de gato doméstico, era via fecal (alrededor del 86%) (Graham and
Brown, 1996). Los resultados también proporcionan un valor promedio mas preciso de la
actividad adrenocortical a lo largo del tiempo porque los metabolitos se excretan durante un
periodo de horas (Brown, J.L., 2006; Keay et al., 2006), lo cual permite soslayar la secrecién
pulsatil de GC en sangre. No obstante, este tipo de procedimiento también presenta una serie de
inconvenientes relacionados con la conservacion de las muestras. El intervalo de tiempo entre la
deposicion y la congelacion o el secado de las heces es crucial para evitar la actividad
microbiana (Buchanan and Goldsmith, 2004; Mormede et al., 2007). Incluso después del
tratamiento térmico a -20°C algunas enzimas permanecen activas, mientras que con el
calentamiento a 95°C se inactivan por completo (Palme et al., 2000). De acuerdo con Touma y
Palme, las enzimas microbianas provocan una alteracion, ya sea por incremento o disminucion,
de los niveles de FGM (Touma and Palme, 2005). Finalmente, se debe tener presente que los
esteroides excretados pueden no estar distribuidos uniformemente en la muestra (Millspaugh
and Washburn, 2003) y, dado que Gnicamente es necesario una porcion del material fecal, antes

de comenzar el analisis laboratorial, es conveniente homogenizar la muestra.

La extraccion de los esteroides de la muestra fecal representa el punto inicial previo al proceso
de cuantificacion (Keay et al., 2006). Los metabolitos de estas hormonas integrados en una

muestra fecal, presentan diferentes polaridades y composiciones, por lo que la eleccién de un
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protocolo de extraccion adecuado es esencial (Palme et al., 2005; Palme, R., 2005). A dia de
hoy se han documentado varias técnicas de extraccion (Sheriff et al., 2011). En este trabajo, los
extractos se obtuvieron a partir de metanol (99.8%), siguiendo el protocolo DetectX™ Steroid
Solid Extraction Protocol (Arbor Assays®, MI, USA) con modificaciones basadas en el estudio
de Tallé-Parra et al. (Tallé-Parra et al., 2015), De acuerdo con Palme et al., se recomienda la
extraccion de los esteroides fecales suspendiendo las muestras en un alcohol primario con un
elevado porcentaje de concentracion (Palme et al., 2013). Para los metabolitos de GC, metanol
al 80% result6 ser el mas adecuado para practicamente todas las especies de mamiferos testadas
hasta la fecha.

De acuerdo con los valores de referencia de la FDA, y de otras publicaciones (Buchanan and
Goldsmith, 2004; Food and Drug Administration, 2015), se pudo concluir que los porcentajes
de precision obtenidos (CV intraensayo, 6%; y CV interensayo 10.6%) indican un buen nivel de
repetibilidad, tanto dentro de un mismo ensayo, como entre diferentes ensayos. Por otro lado, el
coeficiente de determinacion (R? = 99.07%) calculado en la prueba de la linea de dilucién, entre
los valores teoricos y los reales (Figura 7), revela una correcta interaccion dosis-dependiente
entre los metabolitos de cortisol fecal y los anticuerpos presentes en el EIA; avalando la
asuncién de que las caracteristicas de unién del anticuerpo en los estandares y los extractos
problema, son similares. Finalmente, el porcentaje de recuperacion medio (78.31% + 9.33%)
demuestra que ningun otro componente de la matriz fecal, interfiere significativamente con la
estimacion de los metabolitos de cortisol fecal, independientemente de las concentraciones de
estos potenciales factores de confusion.

Por lo tanto, las pruebas de validacion bioquimica llevadas a cabo en el presente estudio,
muestran valores de precision, especificidad y exactitud, que permiten concluir que el EIA
empleado es apto para la determinacion de cortisol y/o sus metabolitos, en muestras fecales de
gatos domeésticos. La validez de este método ya habia sido documentada previamente por otros
grupos de investigadores, sobre el mismo tipo de muestra y especie animal (Schatz and Palme,
2001; Ramos et al., 2013). Diversos autores sugieren que, para una fiable monitorizacién de la
actividad adrenal, a partir de la cuantificacion de GC y/o sus metabolitos, los métodos utilizados
deben incluir adicionalmente, pruebas de validacion fisioldgicas y bioldgicas (Palme, R., 2005;
Touma and Palme; 2005). La primera de ellas consiste en alterar farmacoldgicamente los
niveles hormonales de un individuo, mientras que la segunda se basa en la exposicién de un
animal a un evento estresante como una captura, inmovilizacion, transporte o privacion de
alimento (Touma and Palme, 2005; Keay et al., 2006). El objetivo de ambas pruebas es
determinar posteriormente si el test elegido es capaz de detectar cambios en los niveles
hormonales. No obstante, con el fin de mantener el caracter no invasivo de nuestro estudio, la

validacion del EIA sélo se hizo a nivel bioquimico. Aunque existen muchas publicaciones

126



V1. DISCUSION

acerca de las pruebas de validacion, todavia no se ha consensuado un protocolo que establezca

un procedimiento definitivo (Andreasson et al., 2015).
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VII. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de parasitosis intestinales en gatos que viven en colectividad fue del 53.2%.

2. La mayor prevalencia de infeccion parasitaria se detecté en las colonias felinas (70.4%),
seguido de los centros de acogida (58.8%), y las gateras (41.4%). Los colectivos con menor
indice de parasitosis fueron los criaderos (20.8%).

3. Los parasitos mas frecuentes en colonias felinas fueron los ancilostomidos, mientras que

Giardia spp. fue el mas frecuente, tanto en centros de acogida como en criaderos.

4. Factores relacionados con las instalaciones, como el material de la bandeja de deposicion o el
tipo de suelo del recinto, influyen en la prevalencia de determinadas formas de transmision

parésita, asi como las medidas de manejo relacionadas con la desparasitacién y la desinfeccion.

5. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre infeccién y consistencia
fecal. Ello sugiere que la presencia de portadores asintomaticos contribuye a la diseminacion y

mantenimiento de las parasitosis en el colectivo.

6. La mayoria de genotipos de Giardia spp. y especies de Cryptosporidium spp. observadas,
corresponden a los especificos de la especie felina (genotipo F y C. felis, respectivamente).

Asimismo, no se pudieron confirmar genéticamente algunos genotipos zoondticos de Giardia

Spp.

7. Las pruebas de validacion bioquimica llevadas a cabo en el presente estudio, muestran
valores de precision, especificidad y exactitud, que permiten concluir que el EIA empleado es
apto para la determinacion de cortisol y/o sus metabolitos, en muestras fecales de gatos

domeésticos.

8. Los valores medios de concentracion de FGM son mas elevados en los centros de acogida,
seguido de las gateras y las colonias felinas; sugiriendo que aquellos individuos confinados en
colectivos, muestran niveles de estrés fisioldgico superiores a los gatos asilvestrados. Los gatos
de criadero fueron los que mostraron la concentracion media de FGM mas alta, pero estos

valores se pueden atribuir al estado fisioldgico de la reproduccion (gestacion, lactacion o celo).

9. La exposicion continua a perros, ya sea auditiva, visual u olfativa, asi como una

disponibilidad de espacio habitable reducida, mostraron mayores indices de estrés fisiologico.

10. En gatos de centros de acogida se ha observado una relacion estadisticamente significativa

entre niveles de FGM elevados e infeccion protozoaria.
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ANEXO 1. Escala de consistencia fecal

Fecal Scoring System

.vg
v

Score 1 — Very hard and dry; requires Score 2 — Firm, but not hard; should be Score 3 — Log-like; little or no
much effort to expel from body; no pliable; segmented appearance; little or segmentation visible; moist surface;
residue left on ground when picked up. no residue left on ground when leaves residue, but holds form when

Often expelled as individual pellets. picked up. picked up.

T

Very moist (soggy): Score 5 — Very moist but has Score 6 — Has texture, but no nO texture, flat;
shape visible; leaves distinct shape; present in piles defined shape; occurs as piles or occurs as pudd
loses form when rather than as distinct logs; leaves as spots; leaves residue when
residue and loses form when picked up.
picked up.

%5 Nestlé PURINA
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ANEXO II. Protocolo de la técnica coproldgica de concentracion por
flotacion en sulfato de zinc (6=1.18)

1. Homogenizar entre 2 g y 3 g de muestra fecal en agua

2. Filtrar el contenido en un colador con una gasa quirdrgica y verterlo en un tubo de 10 mL.
3. Centrifugar a 1,800 rpm durante 2 minutos.

4. Eliminar el sobrenadante y homogenizar el sedimento con sulfato de zinc (6=1.18).

5. Centrifugar a 1,800 rpm durante 2 minutos.

6. Acabar de llenar el tubo de 10 mL con sulfato de zinc (6=1.18) hasta formar un menisco.
7. Colocar un cubreobjetos sobre el tubo

8. Esperar 5 minutos antes de la lectura.

134



VIIl. ANEXOS

ANEXO III. Protocolo de la técnica de inmunofluorescencia directa

1. Homogenizar 1 g de muestra fecal en agua.
2. Filtrar el contenido con un colador y una gasa quirdrgica y verterlo en un tubo de 10 mL.
3. Centrifugar a 1,800 rpm durante 5 minutos, tres veces.

4. Homogenizar el sedimento en 3 mL de agua. Si se pretende conservar el sedimento, se

mezcla el contenido con formol 10%.

5. Extraer 250 L de la mezcla'y homogenizar en 1.5 mL de agua.

6. Centrifugar a 1,800 rpm durante 5 minutos, tres veces.

7. Extraer 45 pL y depositarlo en el portaobjetos tratado del Kit.

8. Dejar secar a T? ambiente para favorecer la formacion de la capa de antigenado.
9. Afiadir una gota de reactivo de deteccion y otra de tincion de contraste.

10. Mantener 30 minutos a T2 ambiente.

11. Eliminar el exceso de reactivo de deteccién y la tincién de contraste con tampén de lavado
1X.

12. Observar en microscopio de fluorescencia.
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ANEXO 1V. Protocolo de la técnica de cultivo selectivo para
Tritrichomonas spp.

1. Tomar muestra con hisopo en heces frescas.

2. Abrir el cultivo selectivo e introducir el hisopo en contacto con el liquido de cultivo.
3. Retirar el hisopo y homogenizar el contenido manualmente.

4. Incubar a 37° durante 24 horas.

5. Observacién directa en microscopio optico.

6. En caso de resultado negativo, repetir las evaluaciones diariamente, hasta un maximo de 15
dias.
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ANEXO V. Protocolo de la técnica de tincion Diff-Quick

1. Traspasar 0.5 mL del medio de cultivo a un portaobjetos.
2. Dejar secar la muestra a temperatura ambiente o con la ayuda de un secador.

3. Sumergir el portaobjetos 15 veces durante un segundo, en un recipiente con solucion de
fijacion (colorante triarilmetano y metanol).

4. Eliminar el exceso de fijador en un papel de filtro.

5. Sumergir el portaobjetos 15 veces durante un segundo, en un recipiente con solucién
eosinofilica (colorante de xanteno, tampén de pH y azida sédica)

6. Eliminar el exceso de solucién en un papel de filtro.

7. Sumergir el portaobjetos 15 veces durante un segundo, en un recipiente con solucién basofila
(colorante de tiazina y tampén de pH)

8. Lavar cuidadosamente el portaobjetos en agua destilada y dejar secar el exceso de liquido.

9. Observar al microscopio 6ptico a 100x aumentos.
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ANEXO VI. Protocolo para la identificacion del genotipo de Giardia spp.
por nested-PCR /RFLP; y de la especie de Cryptosporidium por nested-
PCR.

A) Lavado:

1. Filtrar la muestra con un embudo de filtracion.

2. Transferir 5-10 mL de muestra filtrada a un tubo Falcon 50 mL
3. Afiadir agua destilada, hasta 40 mL.

4. Si la muestra filtrada contiene una notable cantidad de grasa, se afiaden 21 mL de agua
destilada y 9 mL de éter.

5. Centrifugar 3,500 rpm durante 10 minutos (x3). Eliminar sobrenadante.

B) Concentracion

1. Transferir 3-5 mL de muestra en un tubo de ensayo.

2. Afadir solucion de flotacion hasta 10 mL.

3. Centrifugar 1,200 rpm durante 5 minutos

4. Esperar 5-10 minutos y transferir sobrenadante a un tubo Falcon 15 mL
5. Centrifugar 2,200 rpm durante 8 minutos

6. Eliminar sobrenadante, homogenizar el sedimento con agua destilada hasta 15 mL y

centrifugar a 2,200 rpm durante 8 minutos (x2)

8. Resuspender el sedimento en 350-500 pL de agua destilada.
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C) Extraccion DNA

1. Transferir toda la muestra obtenida en el proceso de concentracion (maximo 500 pL) en un

tubo de matriz de lisado E de 2 mL.

2. Afadir 825 pL de tampon de fosfato salino (PBS) y 275 pL de solucion PLS. Mezclar en

voértex 10-15 segundos.

3. Centrifugar 14,000 rpm durante 5 minutos. Eliminar sobrenadante.

4. Afadir 978 pL de PBS y 122 L de tampdn de MT. Mezclar en vortex.

5. Introducir los tubos en la méaquina FastPrep®-24 a 6.0 m/s durante 40 segundos.
6. Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo de 2 mL y afiadir 250 pL de solucién PPS. Incubar a 4°C

durante 10 minutos.
8. Centrifugar a 14,000 rpm durante 2 minutos.

9. Transferir el sobrenadante a un tubo Falcon 15 mL y afadir 1 mL de matriz de union.

Mantener en agitacion suave durante 3-5 minutos.
10. Centrifugar 14,000 rpm durante 2 minutos. Eliminar sobrenadante.
11. Homogenizar el sedimento en 1 mL de tampdn de lavado 1

12. Transferir 600 pL a un tubo de centrifugado y centrifugar a 14,000 rpm durante 1 minuto.

Descartar sobrenadante (x2).

13. Afiadir 500 pL de tampon de lavado 2 y homogenizar con una pipeta.

14. Centrifugar 14,000 rpm durante 2 minutos. Eliminar sobrenadante (x2)

15. Transferir la unidad de filtro a un tubo de captura y afiadir en 100 pL de DES.

16. Centrifugar a 14,000 rpm durante 2 minutos. Eliminar la unidad de filtro.
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D) Electroforesis en gel de agarosa 1.6%

1. Mezclar 1.6 g de agarosa (CSL-AG500) en 100 mL de Buffer TAE 1X
2. Hervir la mezcla hasta obtener un liquido totalmente transparente.
3. Rellenar con agua la cantidad de volumen perdido en la ebullicion y dejar enfriar la mezcla.

4. Antes de que solidifique, afiadir 1 uL de bromuro de etidio y verter la mezcla en una bandeja

con peines, previamente preparada para un determinado nimero de muestras.
5. Dejar solidificar el gel a temperatura ambiente.

6. Retirar suavemente los peines y colocar el gel en una cubeta horizontal conectada a
electrodos. Afiadir Buffer TAE 1X hasta cubrir el gel.

7. Afadir 15 pL de marcador (Gel pilot 100 bp ladder) en el primer y Gltimo pocillo de cada fila
y 10 pL de producto de la nested-PCR en cada pocillo comprendido entre estos marcadores.

8. Conectar los electrodos al aparato de electroforesis a una intensidad de 60-75 V durante

aproximadamente 1-1.5 horas.

9. Observar la separacién de las bandas colocando el gel bajo un aparato de luz ultravioleta.

E) RFLP

Para averiguar el genotipo de Giardia spp. se analizan los fragmentos de restriccion de longitud

polimoérfica mediante la enzima Haelll.
1. En un tubo Eppendorf 1.5 mL se afiaden los siguientes componentes y volimenes:

2. Incubar los tubos sin agitacion en un Thermomixer a 37°C durante 4 horas.

F) Electroforesis en gel de agarosa 3%

1. Mezclar 3 g de agarosa de alta resolucion (Methapor™ Agarose) en 100 mL de Buffer TAE
1X

2. Refrigerar la mezcla a 4°C durante 30 minutos.

3. Hervir la mezcla hasta obtener un liquido totalmente transparente.
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4. Rellenar con agua la cantidad de volumen perdido en la ebullicién y dejar enfriar la mezcla.

5. Antes de que solidifique, afadir 4 uL de colorante y verter la mezcla en una bandeja con

peines, previamente preparada para un determinado nimero de muestras.
6. Dejar solidificar el gel a temperatura ambiente.

7. Retirar suavemente los peines y colocar el gel en una cubeta horizontal conectada a
electrodos. Afiadir Buffer TAE 1X hasta cubrir el gel.

8. Afadir 15 pL de marcador (Gel pilot 50 bp ladder) en el primer y Gltimo pocillo de cada fila
y 25 pL de producto de digestion enzimatica en cada pocillo comprendido entre estos

marcadores.

8. Conectar los electrodos al aparato de electroforesis a una intensidad de 60-50 V durante

aproximadamente 2.5 horas.

9. Observar la separacién de las bandas colocando el gel bajo un aparato de luz ultravioleta.

G) Purificacion DNA

Antes de secuenciar las muestras se purifica el DNA utilizando el kit comercial QIA quick PCR

purification Kit (Qiagen®, Hilden, Alemania).

1. Transferir a un tubo QIAquick de centrifugadoo 200 pL de tampdn de union PB y el producto
de la nested-PCR.

2. Centrifugar a 13,000 rpm durante 1 minuto. Eliminar sobrenadante.

3. Afadir 750 pL de tampon de lavado PE.

4. Centrifugar a 13,000 rpm durante 1 minuto. Eliminar sobrenadante (x2)

5. Transferir la unidad de filtro a un tubo Eppendorf y afiadir 15-35 uL de agua destilada.
6. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

7. Centrifugar a 13,000 rpm durante 1 minuto. Eliminar la unidad de filtro.
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H) Secuenciacion

1. Se prepara un volumen total de 10 pL, de una mezcla que contiene: 3-5 uL de DNA

purificado, 2 L de colorante y 3 uL de agua destilada.

2. Incubar la mezcla a 60°C hasta que se evapore todo el liquido.
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ANEXO VII. Protocolo de extraccion de esteroides en muestras fecales

1. Secado de las muestras en estufa (modelo Conterm; J.P. Selecta®, Barcelona, Espafia) a 36°C

durante 48h para eliminar la humedad.

2. Triturado manual de las muestras.

3. Pesado de las muestras: se pesaron 0.3 g de heces secas.

4. A cada muestra se le afiadio 2,5 mL de agua destilada y 3 mL de metanol.

5. Se agitaron en un vortex durante 30’ para conseguir una buena homogenizacion.

6. Centrifugado de las muestras en centrifuga (modelo EBA 12; Hettich®, Tuttlingen, Alemania)
a 3000 rpm durant 15°.

7. Se tomo 2 mL de sobrenadante y se transfirieron a tubos Eppendorf.

8. Los tubos se mantuvieron en el congelador a -80°C hasta su cuantificacion mediante la
técnica de ELISA.

143



VIIl. ANEXOS

ANEXO VIII. Protocolo de cuantificacion de cortisol fecal

1. Preparacion de los estandares:

Estandar A: solucion stock 1uL (1 pg/mL).

Estandar B: mezclar 20 pL del estandar A 'y 980 pL de EIA buffer (20 ng/mL)
Estandar C: mezclar 150 pL del estandar B y 1,350 pL de EIA buffer (2 ng/mL).
Estandar D: mezclar 150 pL del estandar C y 1,350 yL de EIA buffer (0.2 ng/mL)

2. Diluir el conjugado hormona-enzima: mezclar 5,500 pL de EIA buffer y 110 pL de

Conjugado hormona-enzima

3. Placa ELISA: 50 pL de estandar y muestras problema.

4. Placa ELISA: afadir 50 pL de Conjugado hormona-enzima
5. Agitar suavemente la placa.

6. Incubar a T# ambiente durante 1h.

7. Preparar solucion de lavado: mezclar 180 mL de agua destilada y 20 mL de solucién de

lavado.

8. Verter el contenido de la placa ELISA.

9. Lavar cada pocillo con 300 pL de solucién de lavado (x3).
10. Afiadir 150 pL de sustrato a cada pocillo.

11. Incubar durante 30 minutos a T# ambiente.

12. Afiadir 150 pL de HCI a cada pocillo

13. Lectura a 650 nm
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