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RESUMEN

Objetivo. Estimar la seroprevalencia a Neospora caninum en caninos del drea urbana y rural de
Cumaral, Meta y determinar algunos factores de riesgo asociados a la seropositividad. Materiales
y métodos. Se efectud un estudio transversal en 222 perros (112 perros del area urbana y 110
del area rural). El tamano de la muestra fue calculado en el programa Epidat v. 3.1. Los sueros
sanguineos fueron analizados mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta para IgG con
un kit comercial. Los analisis de frecuencias, chi-cuadrado, fueron realizados mediante el paquete
estadistico SPSS v. 25.0 Resultados. La seroprevalencia general fue 36.9% (IC95%: 30.9-43.5 %).
La seropositividad entre los grupos fue: urbana (38.4 %) y rural (35.5%) (p>0.05), machos (36.9%)
y hembras (36.9%) (p >0.05); en cachorros (32.7%), jovenes (40.0%) y adultos (37.4%) (p>0.05),
en contacto con predios pecuarios (40.7%) y sin contacto (35.2%) (p>0.05). Conclusiones. La
seroprevalencia observada fue alta en las dos poblaciones analizadas y sugiere que los caninos han
estado en contacto con el parasito, posiblemente por diferentes fuentes de infeccién que requieren
ser estudiadas posteriormente.

Palabras clave: Epidemiologia; Técnica del anticuerpo fluorescente indirecta; ooquistes; aborto
(Fuente: DeCs).

ABSTRACT

Objective. To estimate the seroprevalence to Neospora caninum in canines of the urban and rural
area of Cumaral, Meta and determine some risk factors associated with seropositivity. Materials and
methods. A cross-sectional study was carried out in 222 dogs (112 dogs from the urban area and
110 dogs from the rural area), the sample size was calculated by using Epidat v program. 3.1. The
sera were analyzed using the Indirect Immunofluorescence technique for IgG with a commercial kit.
Frequency analyzes by chi-square of independence were performed in SPSS v. 25.0 Results. The
general seroprevalence was 36.9% (95% CI: 30.9-43.5%). The seropositivity between the groups
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Méndez-Ramirez et al - Neospora en caninos de Cumaral, Meta Colombia

was: urban (38.4%) and rural (35.5%) (p>0.05), males (36.9%) and females (36.9%) (p>0.05);
in puppies (32.7%), youth (40.0%) and adults (37.4%) (p>0.05), in contact with livestock farms
(40.7%) and without contact (35.2 %) (p>0.05), Conclusions. The seroprevalence observed was
high in the two populations analyzed and suggests that the canines have been in contact with the
parasite, possibly due to different sources of infection that need to be studied later.

Keywords: Epidemiology; fluorescent antibody technique; indirect; oocysts; abortion (Source:DeCs).

INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoario intracelular
obligado, con caracteristicas filogenéticas
similares a Toxoplasma gondii, su ciclo de vida
se caracteriza por la capacidad del parasito
de formar quistes en el huésped y ocasionar
enfermedad neuromuscular en los perros, sin
embargo, los mayores efectos ocurren sobre la
reproduccion bovina, especialmente abortos vy
mortalidad neonatal, que ocasionan pérdidas
econdmicas a la produccion ganadera mundial
(1). Estudios experimentales, confirman que una
vez el parasito alcanza el huésped, se mantiene
en los perros domésticos y el ganado (2). Los
caninos, los coyotes, el oso gris pueden actuar
como huéspedes definitivos del protozoario,
mientras algunas aves y otros mamiferos lo
hacen como huéspedes intermediarios (3).

Dentro de la epidemiologia de N. caninum,
los perros son huéspedes definitivos del
parasito, eliminando ooquistes (4) que luego de
esporular en el medio ambiente, se constituyen
en la forma infectiva para el ganado y otros
huéspedes intermediarios (5). El parasito puede
ser trasmitido de forma horizontal o vertical,
por varias generaciones, lo que hace que la
enfermedad se perpetle a través del tiempo
(6). Otra forma de trasmisién es a través de
la leche contaminada con taquizoitos (1). Los
perros afectados por N. caninum, especialmente
en infecciones in Utero, desarrollan desérdenes
neuromusculares severos, con paralisis
ascendente y sobre extension de los miembros
posteriores (7).

Respecto a la prevalencia general de Neospora
caninum en bovinos, se reportan valores en Norte
y Centro América de 24%, Suramérica 18%, Asia
15%, Europa 13%, Africa y Oceania 8% (8),
valores que son significativamente menores a los
reportados en algunos lugares de Colombia (63-
74%) (9,10). A diferencia del conocimiento que
se tiene sobre Neospora en bovinos en Colombia,
en los caninos es escasa la informacion que
permita reconocer la importancia del perro
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en la trasmisién del parasito a los bovinos,
situacion que se agrava por la inexistencia de
vacunas comerciales efectivas para proteger a
los animales susceptibles y evitar la posterior
infeccion (11).

El escaso conocimiento de estudios en caninos,
pone en evidencia la necesidad de estimar
la prevalencia de anticuerpos en regiones
con reconocida actividad lechera, en donde
los problemas reproductivos que ocasiona N.
caninum podrian tener mayor impacto y por
ende se desconocen, tal es el caso de Cumaral,
Meta. En este municipio, se tiene cuantificada
una poblacion canina rural y urbana de 3.788
animales (12),

El objetivo de este estudio fue estimar la
seroprevalencia de N. caninum en perros de
las areas urbana y rural de Cumaral, Meta y
determinar algunos factores asociados a la
seropositividad. Esta informacion permitira
coadyuvar en el disefio de programas de control.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y muestreo. Se hizo un estudio
epidemioldgico transversal en caninos del
Municipio de Cumaral, situado en el Piedemonte
llanero, del departamento del Meta, Colombia;
Latitud 4°16° 10”N y Longitud 73° 29" 11" W,
altitud media de 452 msnm, precipitacion de
3000 mm/afio y temperatura media anual de
21°C (Figura 1). El municipio se encuentra
rodeado por bosques tropicales, pasturas para
el ganado, cultivos y bosques nativos (13).

El tamafio de muestra se determind con Epidat
3.1 (14) con la siguiente formula:

N * Zz*p*q
h= 2 2
EE*x(N—1)+Z*xp=*q

Donde N: poblacidn estimada perros de Cumaral
3850
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p: prevalencia hipotética a Neospora caninum
0.19

g: 1-p; 1-0.19=0.81

Z: Confianza 95%: 1.96

EE: precisién: 0.05

n: 222 unidades de muestreo

Se efectud un muestreo aleatorio estratificado
por ubicacién, rural y urbana, en nueve sitios
del area urbana y cinco veredas del area rural.

COLOMBIA

A: Polideportivo villaCumare
&: Tienda la esquina olimpica
: Tienda la Palmita

D: Restaurante la Cachama

L= E: El Prado

Meta f: Tienda Monserrate

G: Polideportivo villa Adriana
I Parque central

H: Presentado

J: Veracruz

K: Yari

L: Cruce de Guacavia
M: Juan Pablo Il

Figura 1.Ubicacion y mapa del municipio de Cumaral,
Meta. Las letras en color verde corresponde
a los sitios de muestreo del area urbana, y

en rojo al area rural.

Muestras e informacion. De cada animal se
obtuvieron 5 mL de sangre por puncion de la
vena radial con aguja de 21Gx11/2 pulgadas,
empleando tubos vacutainer® (Becton Dickinson,
USA) al vacio sin anticoagulante. Las muestras
fueron transportadas en cadena de frio hasta el
laboratorio de Reproduccién y Genética Animal
de la Universidad de Los Llanos y centrifugadas
a 5000 g por 10 minutos. El suero fue extraido
con pipetas estériles, fraccionado en alicuotas
de 1 mL y conservado a -70°C hasta su analisis.
Simultdneamente a la toma de las muestras, se
diligencié el consentimiento informado y una
encuesta epidemioldgica mediante entrevista,
sobre el sexo, edad, raza, talla, alimentacion,
ubicaciéon y estado reproductivo de cada
animal. Los grupos etarios se determinaron asi:
cachorros < 12 meses de edad, jévenes 12 -24
meses, adultos > 24 meses.

Rev MVZ Cérdoba. 2020. Septiembre-Diciembre; 25(3):e1879
https://doi.org/10.21897/rmvz.1879

Inmunofluorescencia indirecta para
anticuerpos (IFAT). Se utilizd la prueba de IFAT
para la deteccién semicuantitativa de anticuerpos
contra la inmunoglobulina G (Laboratorios
Fuller, Fullerton, California, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se
realizaron diluciones de los sueros en solucion buffer
fosfato (PBS) en dilucién Unica 1:16, cada pozo
fue marcado con el nimero serial de la muestra y
colocados 10 pL de suero y de los controles positivo
y negativo. Las ldminas se llevaron a incubacién por
30 minutos en camara himeda a 37°C, luego de lo
cual, fueron lavadas 3 veces con PBS agitéandolas
para eliminar el exceso de muestra, sin permitir
el secado de las ldminas. A cada pozo se adiciond
1 gota (10-15 pL) del conjugado (anti-IgG canina
en conejo) y se llevd a incubacion por 30 minutos
a 37°C en camara humeda y cuarto oscuro. Las
ldminas fueron lavadas nuevamente 3 veces con
PBS y se les adiciond 2-3 gotas de medio de montaje
(glicerol 50% pH:7.2 mas timerosal 0.0005%), se
realizé montaje con una laminilla cubreobjeto y se
inicid la lectura en cuarto oscuro bajo microscopio
a 400X (Olympus IX81, USA). Las muestras con
reaccion positiva, en la dilucidon Gnica 1:16, fueron
consideradas positivas.

Analisis estadistico. Se calculé la seroprevalencia
para los factores fijos sexo, estado reproductivo,
grupo etario, raza y talla y otros factores
como: ubicacidn, alimentacion, permanencia
y trastornos reproductivos en bovinos con
perros ubicados en predios con ganaderia. Los
intervalos de confianza de las proporciones se
establecieron por el método de Wilson (15).
Se realizd andlisis de frecuencias por prueba
de independencia, chi-cuadrado (x2) para
establecer asociacion o independencia entre los
factores epidemioldgicos y la respuesta seroldgica
a Neospora caninum. La edad no presentd
distribucién normal (Kolmogorov, p<0.01) siendo
evaluada la diferencia entre grupos, con prueba
de Kruskall-Wallis (KW). El software empleado
fue Epidat 3.1 (13) e IBM SPSS-25.

Aspectos éticos. Este estudio fue aprobado por
el comité de Bioética de la Universidad de los
Llanos con acta No 13 del 6 de diciembre de 2017.

RESULTADOS

La seroprevalencia general de anticuerpos IgG
contra N. caninum fue 36.9% (82/222) (IC
95% 30.9-43.5). Las figuras 2A y 2B presentan
una prueba positiva y negativa a IFAT para la
presencia de anticuerpos IgG contra Neospora
caninum.
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Figura 2.Prueba de IFAT, A. Prueba positiva, obsérvese presencia de taquizoitos fluorescentes de Neospora

caninum. B. Control negativo,. Aumento 10X.

No se presentaron diferencias para la edad,
entre perros seropositivos y seronegativos (KW
x2: 1.501; gl: 1; Significancia 0.221) siendo de
36 meses en ambos grupos. La seroprevalencia
en cachorros, jovenes y adultos fue: 32.7,
40.0 y 37.4% respectivamente sin diferencias
significativas entre grupos (Tabla 1).

Los factores fijos: sexo, grupo etario, raza, tallay
estado reproductivo, no se encontraron asociados
a la seropositividad a N. caninum (Tabla 1).

Las proporciones de seropositivos en la zona
urbana 38.4% vy la zona rural 35.4%, no

presentaron diferencias significativas entre
si, igual resultado se observd para el tipo de
alimentacién y la permanencia de los animales
en la calle o en la casa (Tabla 2).

El contacto de los perros con predios pecuarios,
con bovinos como especie doméstica dominante,
fue independiente del estatus serolégico a N.
caninum. La disposicion correcta o inadecuada de
placentas bovinas fue independiente del estatus
serolégico a N. caninum de los perros, no se
presentd asociacion de aborto bovino con perros
seropositivos a N. caninum (Tabla 3).

Tabla 1. Factores fijos asociados con la seropositividad a Neospora caninum en perros de Cumaral, Meta.

Factor Condicion S um~ seropositivos _ Seropositives X291 S
Sexo Machos 41/111 36.9 28.5 - 46.2 0.000 1.000
Hembras 41/111 36.9 28.5 - 46.2 1
Grupo etario Cachorros 16/49 32.7 21.2 - 46.6 0.599
Jévenes 20/50 40.0 27.6 - 53.8 2 0.741
Adultos 46/123 37.4 29.4 - 46.2
Estado reproductivo Castrado 16/36 44.0 29.5 -60.4 0.998 0.318
Entero 18/53 34.0 22.7 -47.4 1
Raza Cruzado 55/154 35.7 20.6 - 43.6 0.323 0.570
De Raza 27/68 39.7 28.9-51.6 1
Talla Pequefia 10/38 26.3 15.0 - 42.0 3.865 0.145
Mediana 58/139 41.7 33.9 - 50.0 2
Grande 14/45 31.1 19.5 - 49.7
IC: Intervalo de confianza; x2: Chi-cuadrado; gl: grados de libertad, Sig: Significancia
Rev MVZ Cérdoba. 2020. Septiembre-Diciembre; 25(3):e1879 4/9
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Tabla 2. Otros factores asociados a la seropositividad a Neospora caninum en perros de Cumaral, Meta y factores

asociados.
Factor Condicion S um seropositives _ Seropositives X 9! sig.
Ubicacién Rural 39/110 35.5 27.1 - 44.8 0.206 0.650
Urbano 43/112 38.4 29.9 - 47.6 1
Alimentacidon Casera 2/6 33.3 9.68 - 70.0 0.232 0.890
Concentrado 14/34 41.2 26.4 - 57.8 2
Mixta 18/49 36.7 24.7 - 50.7
Permanencia Calle 9/20 45.0 25.8 - 69.8 0.505 0.477
Casa 25/69 36.2 25.9 - 48.0 1

IC: Intervalo de confianza; x2: Chi-cuadrado; gl: grados de libertad, Sig: Significancia

Tabla 3. Factores relacionados con contacto con bovinos, asociados a la seropositividad a Neospora caninum

en perros de Cumaral.

Factor Condicién Sﬁropogitivos Porcenta_lj_e de IC 95_°/_o X2 gl sig
. caninum seropositivos  Seropositivos
Contacto predios Si 12/35 34.3 20.8 - 50.6 0.475 0.540
pecuarios No 22/54 40.7 28.7 - 54.0 1
Disposicién Adecuada 6/14 42.9 21.4 - 67.4 0.295 0.587
placentas bovinas  padecuada 25/71 35.2 25.1 - 46.8 1
Aborto Bovino Si 1/5 20.0 3.60 - 62.5 Prueba Fisher 0.648
No 30/80 37.5 27.7 - 48.5

IC: Intervalo de confianza; x2: Chi-cuadrado; gl: grados de libertad, Sig: Significancia

DISCUSION

El presente estudio demuestra, la presencia de
anticuerpos contra el N. caninum en caninos
de las areas urbana y rural del municipio
de Cumaral, Meta, lo que sugiere que las
poblaciones han estado en contacto con el
parasito y pueden representar un riesgo de
trasmision horizontal al ganado, ya que los
caninos se consideran los huéspedes definitivos
del parasito. Aunque no se observaron diferencias
entre las dos poblaciones, diversos estudios
sefialan una mayor seroprevalencia en caninos
de areas rurales. En perros de Teheran (Iran) la
prevalencia fue menor para ambas poblaciones
que las encontradas en este estudio (16).

En el Noroeste de Italia mediante IFAT los valores
de prevalencia fueron Perros Rurales (PR):
(36.4%), (19.5%) y (9.9%) y Perros urbanos
(PU): (20.2%), (10.6%) y (4.8%) para las
diluciones 1:40, 1:80 y 1:160 respectivamente,
resultados de dificil comparacion con el presente
trabajo que utilizé una Unica dilucion 1:16. (17).
Contrariamente en caninos que provenian de
fincas del centro de Italia, la prevalencia fue
mayor al 46% (18). En Brasil los perros del
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area rural tuvieron mas riesgo de infeccion que
aquellos de las areas urbanas (19).

En Argentina, Basso et al (20) reportaron una
mayor prevalencia en perros de fincas lecheras
(48%) y de ganado de carne (54.2%) que en
perros de areas urbanas (22.2%). En Japon,
Sawada et al (21), evaluando perros de fincas
lecheras reportaron una prevalencia de 31%
vs 7% en perros del area urbana. En Holanda,
Wouda et al (22) reportaron 23.6% en perros de
fincas versus 5.5% en perros de areas urbanas

En otros estudios la prevalencia ha sido menor a
la del presente reporte en ambas poblaciones de
caninos, como lo observado en la provincia Henan,
area central de China PR: (18%) y PU: (11.0%)
(23), en Chile en la IX region del pais PR: (26%),
PU: (12.5%) (p<0.05) (24) y en el Estado de
Yaracuy (Venezuela) PR: (20.6%) y PU: (5.1%)
p<0.05) (25). Independiente del origen de las
muestras las prevalencias varian ampliamente
entre regiones y paises, asi en Polonia y Alemania
mediante ELISA se reportaron valores de un
21.7% y 7.3% de seropositividad a N. caninum,
respectivamente (26,27) y en Victoria (Australia) en
perros domésticos mediante IFAT fué (32.9%) (28).
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En Colombia, un estudio realizado en el Rosal,
Cundinamarca, se examinaron por PCR excretas
de 60 perros, residentes en 30 fincas del sistema
de lecheria especializada, encontrando 21.6%
perros y 33.3 % de los predios con DNA de
Neospora caninum (29).

Si bien los anteriores estudios sefalan una mayor
prevalencia en los perros de fincas o de areas
rurales, que reflejan condiciones epidemioldgicas
distintas de las areas urbanas, es posible que en
este estudio, el no observar diferencias entre
las dos poblaciones estudiadas se explique
por diversas condiciones, entre ellas: la alta
movilidad de los animales del area rural a la
urbana y viceversa, favorecida por una estrecha
contiguidad entre las dos zonas; el municipio
de Cumaral, se encuentra rodeado de fincas,
especialmente productoras de leche, donde
los caninos eventualmente pueden deambular
libremente, realizando la excrecién de materia
fecal y pudiendo consumir restos de placentas
y fetos abortados. Otra explicacion podria estar
relacionada con la alimentacion de los caninos en
la zona urbana, en donde los habitantes tienen
un alto consumo de carne y los sobrantes de
dicha carne se utilizan para la alimentacion de
los caninos. Es conocido que la carne cruda o mal
cocida puede contener los quistes del parasito y
ser una fuente de infeccién (30).

Otra hipotesis, podria estar relacionada con la
trasmision vertical del parasito, aunque en el
estudio no se observaron animales con signos
clinicos compatibles con neosporosis. En 50
caninos de consulta externa Veterinaria en la
clinica Dover de Bogota, y que presentaron al
menos un signo neuroldgico, 12% animales
fueron seropositivos a Neospora caninum por
IFAT y ninguno presentd ooquistes en materia
fecal (31). De igual forma en Inglaterra en
un estudio en 373 hembras caninas el 13%
presentaron titulos mayores de 1:50 por IFAT,
el 50% de las crias nacieron seropositivas y
posteriormente 25% de ellas desarrollaron
enfermedad clinica compatible con neosporosis;
tres perras produjeron en posteriores prefieces
cachorros infectados (32).

Aunque no fueron estudiadas las crias de
los animales seropositivos, la ausencia de
formas clinicas de la neosporosis en los perros
seropositivos puede estar relacionada con
cepas de baja patogenicidad circulantes en el
municipio de Cumaral, no obstante, son escasos
los estudios a este respecto (6). De otro lado,
existen pocos modelos animales disponibles para
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probar la variacién en la patogenicidad, en un
estudio bajo el modelo ratén algunas cepas de
Neospora caninum fueron mas patogenas (33).

De igual forma, deben considerarse otras
posibles fuentes de infeccién principalmente a
través del contacto con especies silvestres, dado
que el municipio y la regiéon poseen una alta
biodiversidad (34). Previamente, se ha descrito
la presencia de seropositividad a Neospora en
carnivoros silvestres y otras especies silvestres
incluyendo el dingo, coyotes, zorros colorados
y aves (35).

Respecto a la prueba de IFAT utilizada en
el estudio, es considerada de eleccién para
el diagnéstico de Neospora caninum (36).
Campero et al (37), analizando diversas pruebas
serologicas encontraron una alta sensibilidad y
especificidad (> 95%) y concordancia entre IFAT,
Inmunobloting y ELISA-p38. En otra investigacion
la prevalencia de anticuerpos medidos por ELISA
competitiva e IFAT no vari6 significativamente
entre pruebas 32.9% y 29.8%, respectivamente
(26). Si bien es posible la presencia de reacciones
cruzadas entre Neospora caninum con otros
parasitos protozoarios como Toxoplasma gondii,
en el caso de IFAT se consideran minimas (38).

Con respecto a la seropositividad de acuerdo
con la edad, la mayor positividad fue observada
en los animales jovenes (40%) que coincide
con los datos reportados, en perros de Victoria,
Australia, sin embargo en el grupo de adultos
se encontrd la mayor prevalencia (28). La raza,
sexo y edad, no fueron factores asociados a la
seroprevalencia , como se observo en caninos
del area central de China (23). Por el contrario
en Polonia, la prevalencia fue mayor en las
hembras que los machos (28.0% y 17.3%
respectivamente p<0.05). Resultados similares
al presente estudio, para las variables edad,
sexo, raza y habitos alimenticios (18).

Los resultados de este estudio, tienen un
importante significado epidemioldgico, puesto
que cualquiera de los dos grupos de caninos
representan un riesgo para el ganado bovino.
Wouda et al (22), han observado en las fincas
en donde los perros conviven con el ganado, un
aumento en el riesgo de infeccidn con Neospora,
lo cual sugiere una vigilancia permanente frente
a la infeccién y la enfermedad, y la necesidad
de una educacion continua a los profesionales,
mayordomos, propietarios de ganado y de las
mascotas.
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Se concluye que la seroprevalencia es alta sin
diferencias entre los perros del area urbana y
rural que sugiere que han estado en contacto
con el parasito, posiblemente por diferentes
fuentes de infeccidon que requieren ser estudiadas
como las posibles implicaciones de trasmision
horizontal para el ganado.
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