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Diagnastico serologico de Neospora caninum en vacas
del municipio de Tuta, Boyaca

S. Cruz-Estupinan’, A. Diaz-Anaya', D. Bulla-Castanieda'*,
D. Garcia-Corredor"?, M. Pulido-Medellin'
Articulo recibido: 25 de septiembre de 2019 - Aprobacdo: 10 de diciembre de 2019

RESUMEN

Neospora caninum es un pardsito protozoario del filo Apicomplexa que ha sido recono-
cido como causante de abortos y fallas reproductiva en el ganado de todo el mundo.
Aunque en Colombia existen algunos estudios sobre la seroprevalencia de esta enfer-
medad, la informacidn sigue siendo limitada. Objetivo: establecer la seroprevalencia de
N. caninum en vacas lecheras del municipio de Tuta (Boyacd, Colombia). Materiales
y Métodos: se muestrearon 375 animales. Las muestras se procesaron bajo la técnica
de ELISA indirecta y se realizé un andlisis estadistico con la prueba de chi-cuadrado
de asociacién-independencia para determinar si existia relacién entre la presencia de
anticuerpos contra N. caninum y las diferentes variables reproductivas. Resultados:
el 52% de los individuos fueron positivos a anticuerpos contra V. caninum y la Gnica
variable reproductiva que presentd relacién estadistica con la presencia del protozoo fue
la repeticién de celo; por otra parte, no existié relacién entre edad y raza de los bovinos
y la presencia de N. caninum. Conclusién: la seroprevalencia es elevada si se compara
con los datos reportados con anterioridad en otras regiones del pais; no obstante, estos
resultados no demostraron la presencia de enfermedad en los animales analizados, pero
si la evidencia antigénica, lo que sugiere que en algiin momento de la vida se infectaron
con el agente y promovieron la formacién de anticuerpos especificos.

Palabras clave: V. caninum, Seroprevalencia, Elisa indirecta (Fuente: DeCS).

Serological diagnosis of Neospora caninum in cows of Tuta, Boyaca

ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan parasite of the phylum Apicomplexa, and has been
recognized as a major cause of abortion and reproductive failure in cattle in the world,
Although in Colombia there are some studies on the seroprevalence of this disease, even
so the information remains limited. Objective: the aim of this study was to establish
the seroprevalence of N. caninum in dairy cows of Tuta, (Boyacd, Colombia). Materials
and methods: 375 animals were sampled. The samples were processed under indirect

ELISA technique, a statistical analysis was performed with the chi-square association-
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independence test to determine if there was a relationship between the presence of

antibodies against N. caninum and the different reproductive variables. Results: it was

observed that 52% of the individuals were positive for antibodies against V. caninum.

the only reproductive variable that presented a statistical relationship with the presence

of the protozoan was repetition of estrus, there was no relationship between age and

breed of the cattle and the presentation of NV.caninum. Conclusions: the seroprevalence

is high if they if you keep in mind the seroprevalence data previously reported in other

regions of the country, however, these results do not demonstrate the presence of disease

in the animals analyzed, but the antigenic evidence, which implies that at some point life

they became infected with the agent and promoted the formation of specific antibodies.

Keywords: V. caninum, Seroprevalence, Indirect Elisa (Source DeSC).

INTRODUCCION
La neosporosis es una de las causas mds
importantes de aborto infeccioso en bo-
vinos en todo el mundo. La transmisién
puede ocurrir por la ingestién de ooquistes
de Neospora caninum excretada por hospe-
dadores definitivos, en especial caninos,
(transmisién horizontal), o a través de la
migracién del pardsito al feto durante la
gestacién (transmisién vertical), siendo
esta tltima la ruta mds comun. Reportes
de varios paises han demostrado que el
riesgo de abortos aumenta no sélo con el
porcentaje de vacas seropositivas en un
hato, sino también con el porcentaje de
seroconversién, oscilando entre 3-12%
de mayor probabilidad de abortar para
animales con titulos bajos o altos, respec-
tivamente (Gonzdlez-Warleta ez 2l 2011;
Mazuz et al. 2014). Sin embargo, lo normal
es que la mayoria de las vacas seropositivas
sigan teniendo animales clinicamente
normales, asi estén infectados y mds pro-
pensos a padecer abortos posteriores. La
evolucién clinica de una infeccién fetal
transplacentaria depende en gran medida
de las respuestas inmunitarias maternas
y fetales, que son siempre impredecibles
(Maley ez al. 2000).

La neosporosis bovina se perfila en el
mundo como una importante enfermedad

reproductiva causante de elevadas pérdidas
econdmicas y productivas (Dubey e 4.
2007), por ejemplo, se estiman pérdidas
superiores a 80 millones de ddlares anuales
en Argentina (Campero 2002; Lertora ez
al. 2010).

Diversos estudios han sido llevados a
cabo para determinar los efectos negativos
que implica la presencia de V. caninum
en los hatos bovinos (Dubey y Schares
2006; Escalona ez al. 2010; Neverauskas
et al. 2015). Sin embargo, en Colom-
bia no se dispone de estimaciones reales
acerca de las pérdidas econémicas por V.
caninum, si bien ya se han desarrollado
mapas epidemioldgicos regionales en los
que se han encontrado frecuencias que
varfan de acuerdo con la zona muestrea-
da. Hasta ahora, los tnicos informes que
documentan la presencia de N. caninum
en bovinos se basan en pruebas seroldgicas
y las asociaciones con problemas repro-
ductivos como abortos se han estudiado
desde hace poco tiempo (Chaparro ez .
2016). Adicionalmente, si bien es cierto
que el nimero de muestras analizadas en
algunas regiones es bastante limitado, la
informacién obtenida es alarmante con
respecto a la neosporosis bovina.

Por su parte, en Boyacd se han realizado
algunas investigaciones (Cruz-Carrillo ez
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al. 2014; Pulido-Medellin ez 4l. 2013; Pu-
lido-Medellin ez /. 2016; Pulido-Medellin
et al. 2017) que han permitido elaborar
un mapa epidemioldgico de la enfermedad
para esta zona, el cual facilitard estudios
de la patogénesis y calculos sobre pérdidas
econdmicas atribuidas a este fenémeno.
El presente estudio se desarrollé con el
fin de establecer serolégicamente la seropre-
valencia de . caninum en vacas lecheras
del municipio de Tuta (Boyacd, Colombia),
ademds de estimar las variables que pueden
estar asociadas con la presencia del parsito.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

La cabecera municipal de Tuta estd lo-
calizada a 05° 41’ 36” de latitud norte
y 73° 13’ 517 de longitud oeste, a una
altura de 2600 m s.n.m. y temperatura
media de 14°C con precipitacién anual
de 935 mm. El drea municipal es de 165
km? (Alcaldia de Tuta 2013).

Poblacion Bovina

Tuta es un municipio agroindustrial en
donde el sector ganadero es muy fuerte,
con una marcada tendencia al crecimiento
especialmente en la produccién lechera,
siendo una de las mds grandes del departa-
mento de Boyacd (Alcaldia de Tuta 2013).
Segtin el tltimo censo pecuario nacional
del Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) hay un total de 15.455 bovinos,
entre los que se encuentran animales me-
nores de un afio (2541), hembras (11.061)
y machos (1853) (ICA 2017).

Tamaiio de la muestra

Se determiné una muestra de 375 animales
que fueron seleccionados aleatoriamente
entre la poblacién total de 15.455 cabe-
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zas bovinas existentes en el afio 2017,
mencionadas anteriormente, a partir de
la siguiente férmula obtenida mediante
el programa OpenEpi® 3.0:

n=[EDFF*Np(1-p)] / [(d2/Z21-a/2*(N-1)

+p*(1-p)]

Dénde:

N: tamano de la poblacién (para el factor
de correccién de la poblacién finita o
fcp): 15.455

p: frecuencia % hipotética del factor del
resultado en la poblacién: 10% +/-5

d: limites de confianza como % de 100
(absoluto +/-%): 5%

Z: intervalo de confianza del 95%

a: 0.05

Efecto de disefio (para encuestas en grupo-

EDFF): 4
Para el caso de la investigacién, en la

aplicacién de la férmula propuesta, se

obtuvo muestra al 95% de intervalo de
confianza: 375 animales.

Variables

Se tuvieron en cuenta variables reproduc-
tivas como: estado reproductivo (gestante,
no gestante), aborto, distocia, muerte
embrionaria y repeticién de celos. En
las fincas donde se realizé el estudio se
recolectaron datos de edad y raza de cada
animal.

Material bioldgico obtenido

La muestra de sangre se obtuvo a partir de
venopuncién coccigea de los bovinos, utili-
zando aguja calibre 16y 18 de 3 pulgadas.
Para la extraccién de sangre se utilizé el
sistema de tubos al vacio sin anticoagulante
(tipo Vacutainer), que por ser un sistema
cerrado presta mayor garantia en cuanto
a asepsia y preservacién de las muestras,
las cuales fueron refrigeradas en nevera de
icopor a4°Cy trasladadas al laboratorio de
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Parasitologia Veterinaria de la Universidad
Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia
(UPTC) donde se realizé centrifugacién
(Hermle Z206A, Alemania) a 1500 rpm
durante 10 minutos para separar las células
del suero. Luego, con una pipeta Pasteur,
se separd el suero y se transfirié a un tubo
Eppendorf para la realizacién de la prueba
de diagnéstico (Figueiredo ez al. 2017).

Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron bajo la téc-
nica de ELISA indirecta utilizando el
kit comercial para N. caninum Ingezim
R.12.NC.K1 (Ingenasa S.A) y se sigui6 el
protocolo del fabricante. Este kit comer-
cial refiere una sensibilidad de 99.4% y
especificidad del 100%.

Analisis Estadistico

El estudio fue descriptivo de corte trans-
versal. Se realiz6 un muestreo aleatorio
simple, en el cual cada miembro de la
poblacién de estudio tuvo la misma pro-
babilidad de ser seleccionado como parte
de la muestra, siendo esta representativa.
Los resultados obtenidos fueron tabulados
en una hoja Microsoft Excel® y procesados
en los programas estadistico SPSS® version
22.0y Epiinfo. Para este andlisis se realiz6
la prueba de chi-cuadrado de asociacién-
independencia para determinar si existia
relacion entre la presencia de anticuer-
pos contra N. caninum y las diferentes
variables reproductivas, asi como con las
variables edad y raza. Se estimo el riesgo
(Odds ratio) para el caso de las variables
que mostraron relacién significativa con
la presencia de V. caninum.

Aspectos éticos

Los investigadores aseguraron la privacidad
y la confidencialidad de la informacién de
los participantes conforme a la Ley Nacional

INvESTIGACION

25326 de Habeas Data, a fin de asegurar el
anonimato de los propietarios de animales
posiblemente positivos a la entidad para-
sitaria estudiada. Los datos no podrdn ser
accesibles por Internet o por otros medios de
divulgacién o comunicacién masiva, es decir,
los datos son de uso académico e investiga-
tivo y los resultados publicables del trabajo
nunca revelardn datos de los propietarios, ni
nombres de las fincas donde provengan los
animales con posibles problemas parasitarios.

De acuerdo con los principios establecidos

en la Resolucién 8430 del 4 de octubre de

1993, esta investigacién se considera como

Investigacion de Riesgo Minimo la cual se

desarroll6 conforme a los siguientes criterios:

A. Las personas que hicieron parte de la
toma de muestras tienen formacién es-
pecifica en medicina veterinaria y poseen
las competencias necesarias para realizar
los procedimientos mencionados.

B. Teniendo en cuenta el Titulo IV-Dela
bioseguridad de las investigaciones, se
cumplié con las normas de bioseguri-
dad exigidas para la toma de muestras y
todos los procedimientos se realizaron
en el laboratorio de Parasitologia Ve-
terinaria de la Universidad Pedagdgica
y Tecnolégica de Colombia, el cual es
un lugar idéneo para la ejecucién de
éstas investigaciones.

C. Lainvestigacién se llevé a cabo una vez
se obtuvo la firma de consentimiento
informado por parte de los propietarios
de los individuos que participaron en
el presente estudio.

RESULTADOS

Seroprevalencia General
Se determiné la seroprevalencia de NV.
caninum en los animales muestreados. Del

total de animales (375), el 52% (195/375)
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fueron seropositivos a anticuerpos con-
tra N. caninum mientras que el 48%
(180/375) fueron seronegativos.

Se realizé prueba de chi-cuadrado de
asociacién-independencia para determinar
si existia relacion estadisticamente signi-
ficativa entre la presencia de anticuerpos
contra [N. caninum y las diferentes variables
reproductivas, edad y raza. (Tablas 1y 2).

Se estim6 el riesgo (Odds ratio) para
el caso de la variable repeticién del celo.
Se concluyé que los individuos que pre-
sentaban repeticion de celo tenian 1,657
veces mds riesgo de presentar V. caninum
en comparacion con el grupo de individuos
que no presentaban esta alteracion.

DISCUSION
La seroprevalencia del 52% se puede
considerar alta en comparacién con las

Rev Med Vet Zoot. 66(3), SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2019: 197-207

reportadas a nivel mundial; paises asidti-
cos han presentado seroprevalencias que
varfan entre el 3,8 y 20% (Chanlun ez
al. 2007; Ghanem et 2/. 2009). Mientras
tanto, Inglaterra ha registrado valores del
10% (Woodbine et al. 2008).

En cuanto a Latinoamérica los resul-
tados son diversos, por ejemplo, en Ar-
gentina se muestran seroprevalencias que
van desde el 4,5 al 67,4% ( Venturini et
al. 1995; Moore et al. 2002). En Brasil
los resultados son menos variables, alli se
han encontrado seroprevalencias del 11,2
al 21,1% (Corbellini et al 2002; Corbe-
llini ez al. 2006). Por su parte, en Chile
las seroprevalencias han variado entre 20
y 50% (Meléndez er al. 1999). En paises
mds cercanos como Ecuador y Pert las
seroprevalencias han sido similares a la
reportada en este estudio, asi, Ecuador ha
presentado una seroprevalencia de un 42%,

TABLA 1. Seroprevalencia de N. caninumsegln porcentaje de presencia y ausencia de alteraciones

reproductivas.
Variables Reproductivas  Presencia (%) Ausencia(%) Valorde p
Aborto 54,8 49,7 0,325
Distocias 57,02 49,6 0,179
Muerte embrionaria 60 50,47 0,176
Repeticion de celo 58,28 45,74 0,015
Terneros débiles al nacer 55,5 51,4 0,572

p < 0,05 indica la existencia de una relacién entre la pres
evaluada.

encia de anticuerpos contra N. caninumy la variable

TABLA 2. Seroprevalencia de N. caninum segln la edad y la raza.

Variables Porcentaje de casos de N. caninum segun la edad Valor p
Edad 2 a 3 aios 3 a4 aiios > 4aios 0,089
43,62% 56,62% 48,38%
Porcentaje de casos de N. caninum segun la raza Valor p
Raza Ayrshire Holstein Jersey Normando 0,152
52,08% 57,81% 40,84% 52,50%
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mientras que en Perti los porcentajes han
sido de 55,2y 62,1% ( Rivera ez al. 2000;
Lozada 2004). Entre tanto, México ha
registrado comportamientos parecidos a los
de Ecuador y Pert con seroprevalencias de
34,6 56,2y 58,8% de acuerdo con Morales
etal. (2001) y Garcia-Vézquez et al. (2002).
Respecto a Colombia, la seroprevalen-
cia de este estudio coincide con la obtenida
en el primer reporte de la enfermedad en
el pais (54,1%) en bovinos procedentes
de la sabana de Bogotd, Narino y algunas
fincas de clima célido (Zambrano ez 4/
2001). Ademds, presenta una seropreva-
lencia similar a la obtenida por Motta ez
al. (2014) en el departamento del Caque-
t4, cuyo porcentaje en bovinos para V.
caninum fue del 45,4%. Sin embargo, la
seroprevalencia reportada en la presente
investigacion es alta comparada con otros
estudios realizados en el pais, como en el
caso de Lépez et al. (2007) quienes repor-
taron una seroprevalencia de 34,6% para
el municipio de Fredonia (Antioquia).
Por su parte, Oviedo ezal. (2007) realiza-
ron un estudio seroldgico de Neosporosis en
bovinos con problemas reproductivos, dicho
estudio determiné una seropositividad de
10,2%. A su vez, Benavides ez 2/. (2010)
encontraron una seroprevalencia del 30% en
el departamento de Narifio. Por otro lado,
la Federacién Colombiana de Ganaderos y
el Fondo Nacional del Ganado (2005-2009)
recolectaron y consolidaron la informacién
asociada a los resultados de diagnéstico de
las enfermedades del complejo reproducti-
vo, destacindose la Neosporosis bovina con
una seropositividad del 37% (Alvarez-Soto
et al. 2016). Finalmente, Chaparro ez al.
(2016) determinaron la seroprevalencia de
N. caninum en ganado lechero sin vacunar
del altiplano Norte de Antioquia, allf se
identificaron bovinos seropositivos en todos
los hatos con seroprevalencia del 37,1%.

INvESTIGACION

En el departamento de Boyacd se han
realizado diversos estudios en los cuales
la seroprevalencia ha sido mds alta que la
encontrada en el resto del pais. Asi, en el
afo 2013 se determind una seroprevalencia
de N. caninum del 57,5% en vacas de la
provincia de Sugamuxi (Pulido-Medellin
etal. 2013). Por su parte, Pulido-Medellin
et al. (2016) encontraron una seropre-
valencia del 64% en el municipio de
Toca, igualmente alta comparada con
este estudio. Adicionalmente, un estudio
posterior en el municipio de Sotaquird
muestra la seropositividad de anticuerpos
contra V. caninum en vacas lecheras con
un resultado del 45% (Pulido-Medellin
et al. 2017), la cual se podria considerar
elevada si se tiene en cuenta los datos de
seroprevalencia que reporta la literatura en
otras regiones del pais, pero comparada
con la mayoria de estudios en el departa-
mento y con la seroprevalencia reportada
en este estudio es similar. En contraste, en
el municipio de Oicata solo 2,8% de las
vacas presentaron anticuerpos contra V.
caninum, siendo esta la seroprevalencia
mds baja encontrada hasta ahora en el
departamento (Cruz-Carrillo ez a/. 2014).

Es importante destacar que hasta aho-
ra las pruebas serolégicas para detectar
anticuerpos de N. caninum han sido el
método mds comun para diagnosticar el
estado de infeccidn en hatos. Sin embargo,
los titulos fluctdan considerablemente y
animales cronicamente infectados pueden
llegar a convertirse en seronegativos, por
lo que los resultados seroldgicos en un
solo animal no siempre reflejan el estado
real de infeccién. En estos casos, algunos
estudios han llevado a cabo pruebas en
serie en el transcurso de varios anos para
evaluar la sensibilidad y especificidad de
realizar un solo muestreo (Dijkstra ez al.

2001).
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La diferencia en las seroprevalencias
reportadas sugieren la presencia de factores
de riesgo en diferentes grados de frecuencia,
lo que influye en la mayor o menor presencia
del pardsito en las fincas (Montiel-Pefa ez
al. 2011). Dentro de dichos factores se
destaca la presencia de caninos en las zonas
de alimentacién de animales de produccién
y el manejo de placentas y fetos abortados
de bovinos (Dubey ez al. 2002). En este
sentido, uno de factores que pueden influir
en la diseminacién de la enfermedad es la
infeccién transplacentaria a las crias, ya que
el mantenimiento de vacas positivas con
enfermedad postnatal perpettia la presencia
del parésito en los hatos (Cardoso et 4.
2012; Goodswen et al. 2013). La impor-
tancia de la seroprevalencia encontrada
en este estudio radica en el hecho de que,
a mayor seropositividad de animales en
el hato, mayor serdn los niveles de trans-
misién vertical, tal como lo demuestran
Camillo ez a/. (2010) quiénes describieron
un alto grado de correlacién entre la tasa
de transmision vertical y la prevalencia de
animales seropositivos.

Ahora bien, pese a que la neosporosis
estd relacionada estrechamente con fallas
reproductivas, los resultados encontra-
dos muestran que no existe una relacién
estadisticamente significativa entre V.
caninumy los abortos. No obstante, este
resultado contrasta con el estudio realizado
por Pulido-Medellin ez a/. (2016) donde
se establecié una mayor y significativa
frecuencia de animales seropositivos con
historial de abortos, que en aquellos sin
registros de aborto. Igualmente, se ha
encontrado correlacién entre la ocurrencia
de abortos y la seropositividad a la enfer-
medad, identificando este protozoo como
una importante causa de dicha alteracién.
Sin embargo, este pardsito, si bien puede
infectar los bovinos, no siempre es la causa
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directa del aborto, teniendo en cuenta
que existen otros agentes etiolégicos que
también producen esta alteracién repro-
ductiva (Dubey ez al. 2007). Adicional-
mente, es importante senalar que no se
puede establecer una clara relacién entre
la infeccién y el aborto tinicamente con
una prueba serolégica, ya que ésta solo
puede revelar la exposicién al agente sin
diferenciar infecciones previas o recientes
(Lucchese et al. 2016).

Tampoco se encontré asociacién ente
las hembras positivas a V. caninum y
la presentacién de muerte embrionaria;
esto se debe posiblemente a que, como
se mencionaba previamente, las causas
de aborto bovino y muertes embrionarias
son dificiles de determinar por diversas
razones, ya que cualquier perturbacién
puede provocar aborto y alteracién en la
fisiologia normal de la gestacién, por lo
tanto, otras causas como agentes infeccio-
sos, toxinas, desequilibrio hormonal, vacu-
nacién, nutricién deficiente, alteraciones
cromosdmicas y factores fisicos, pueden
producir aborto y muerte embrionaria
(Lucchese et al. 2016).

Para este caso no existe relacién entre la
presencia de V. caninum y la presencia de
distocias, lo que difiere de los resultados de
otras investigaciones en el departamento
donde se encontré una relacién significati-
vaentre V. caninumy la ocurrencia de esta
alteracién reproductiva (Pulido-Medellin
etal. 2017).

De otra parte, si bien se ha reportado
que V. caninum se caracteriza por producir
nacimiento de terneros débiles, con ata-
xia, pardlisis e incoordinacién (Calandra
et al. 2014), en el presente estudio no se
encontrd relacién entre la presencia de
N. caninum y la de terneros débiles al
nacer, es decir que la presencia de éstos
fue independientemente de V. caninum.
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Otra variable en la que tampoco hubo
relacién con la presencia del parésito fue la
raza, lo cual concuerda con otros estudios
donde se concluye que se puede presentar
N. caninum independientemente de esta
(Lépez et al. 2007; Pulido-Medellin ez
al. 2017).

Finalmente, la Gnica variable reproduc-
tiva que presentd relacién estadisticamente
significativa con la presencia de V. caninum
fue la repeticiéon de celo, que coincidi6
con los resultados obtenidos por Oviedo
etal. (2007), donde las vacas seropositivas
al protozoario presentaron bésicamente la
condicién de repetidoras. Sin embargo,
los mismos autores concluyen que no es
posible afirmar que los trastornos repro-
ductivos que presentaron los animales sean
atribuibles exclusivamente a V. caninum.

En cuanto a la edad de los animales
seropositivos a [V. caninum, se evidencié la
presencia del pardsito en todos los grupos
etarios analizados, siendo el grupo de 3-4
anos el de mayor nimero de animales
infectados. Sin embargo, no deja de ser
importante la seroprevalencia encontrada
en el grupo de mayores a 4 afnos, ya que el
riesgo de ser seropositivo incrementa con
la edad, lo que a su vez indica la elevada
probabilidad de transmisién horizontal que
puede deberse a la exposicién postnatal
de los bovinos con fuentes contaminadas
por ooquistes esporulados del pardsito

(Bartels et al. 20006).

CONCLUSIONES

La seroprevalencia de anticuerpos contra
N. caninum encontrada en vacas del mu-
nicipio de Tuta (Boyacd, Colombia) fue
del 52%, porcentaje elevado si se tiene
en cuenta los datos de seroprevalencia
reportados en otras regiones del pais. Estos
resultados no demostraron la presencia
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de enfermedad en los animales, pero si la
evidencia antigénica lo que sugiere que en
algin momento de la vida se infectaron con
el agente y promovieron la formacién de
anticuerpos especificos. La tnica variable
reproductiva que presentd una relacién
estadistica con la presencia del protozoo
fue la repeticion de celo; respecto a la edad,
se observé que existe un mayor niimero de
infectados en las hembras de 3-4 anos y en
mayores a 4 anos con seroprevalencias de
56,62 y 48,38%, respectivamente.
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