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RESUMEN

Neospora caninum es un parasito protozoo que se caracteriza por producir una alta tasa
de mortalidad neonatal y abortos en el tercio medio de la gestacion causante de
importantes pérdidas econémicas en la produccion bovina lechera, manteniéndose
como una de las mas importantes en el sector ganadero. En el Perd, se han observado
escasas investigaciones relacionadas con la presencia del parasito en fetos abortados.
Por ello, el objetivo del estudio fue identificar molecularmente Neospora caninum
como agente etioldgico presente en fetos abortados de bovinos de establos lecheros
mediante la utilizacién de la técnica de PCR (reaccion de la cadena de la polimerasa).
Con este propdsito se colectaron 40 fetos abortados provenientes de dos establos
ubicados en Cafiete (n= 21) y Huacho (n=19), también se levantd informacion
epidemioldgica de la edad, sexo y procedencia. A la necropsia de cada feto se colectd
cerebro, corazon, pulmdn, higado, rifiones, timo, bazo, médula espinal, glandula
adrenal, intestino delgado con placas de Peyer y se realizé la extraccion de ADN de
cada tejido. Se identifico la presencia de ADN de N. caninum en el 37.5% (15/40) de
las muestras de fetos abortados, siendo el cerebro el principal érgano con N. caninum
100% (15/15). No se observo diferencias significativas en las variables (sexo, edad y
procedencia) analizadas en las muestras. Con estos resultados se confirma la presencia

de N. caninum en fetos abortados de bovinos en establos de Lima.

Palabras clave: Neosporosis, bovino, PCR, aborto.



ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan parasite characterized by producing a high rate of
neonatal mortality and abortions in the middle third causing important economic losses
in dairy cattle production, remaining one of the main in livestock sector. In Peru, scarce
investigations have been observed related to presence of parasite in aborted fetuses.
Therefore, objective of this study was to molecular identification of Neospora caninum
as an etiological agent present in aborted fetuses of dairy cattle by using PCR technique
(polymerase chain reaction). Forty aborted fetuses were collected from two stables
located in Carfiete (n = 21) and Huacho (n = 19), epidemiological information was
collected about age, sex, and origin. At necropsy, brain, heart, lung, liver, kidneys,
thymus, spleen, spinal cord, adrenal gland, small intestine with Peyer's Plates were
collected of each fetus, and the DNA extraction of each tissue was performed. Presence
of N. caninum DNA was identified in 37.5% (15/40) samples of aborted fetuses, with
brain being the main organ with N. caninum 100% (15/15). No significant differences
were observed in the variables (sex, age and origin) analyzed in samples. With these
results, the presence of N. caninum is detected in aborted fetuses of cattle in Lima

stables.

Key words: Neosporosis, cattle , PCR, abortion



1. INTRODUCCION

Neospora caninum es un parasito Apicomplexa intracelular que causa una enfermedad
parasitaria denominada neosporosis. Esta infeccién se transmite de manera vertical y
horizontal, siendo la transmisién madre-cria la forma que predomina (Ellis et al., 1999;
Dubey et al., 2017). Sin embargo, la transmisién vertical por si sola no es suficiente para
sostener la infeccion (Gondim et al., 2004; Reichel et al., 2013). Las consecuencias incluyen
aborto, nacimiento de terneros débiles que mueren poco después del nacimiento o nacimiento
de terneros clinicamente sanos pero infectados que pueden transmitir dicha infeccion a su

descendencia en gestaciones consecutivas (Gamarra, 2001; Ghalmi et al., 2012).

En nuestro pais, falta por conocer sobre los agentes infecciosos que intervienen en las
pérdidas embrionarias y fetales. Estudios actuales demuestran la prevalencia de N. caninum
de vacas lecheras en el valle de Lima, confirmando la presencia de este paréasito en el pais
(Fernandez, 2018; Serrano et al., 2018). En Brasil, se analizaron 6rganos de fetos abortados
mediante PCR confirmando la presencia del parasito y determinando un nuevo aislado de N.
caninum (Dittrich et al., 2018). Otros estudios como el de Van Maanen et al. (2004) y Abril
et al., (2019) detallan que existe mayor sensibilidad de confirmar neosporosis en fetos

mediante técnicas de PCR en comparacién a la inmunohistoquimica.



Teniendo en cuenta que en el Per( se han realizado estudios de Neospora caninum, hoy
en dia se sigue sin tomar medidas de prevencion o control eficaz tanto en el diagndstico como
en el tratamiento de esta enfermedad. Las pérdidas productivas y econdémicas en el ganado
se encuentran entre la principal consecuencia de la presencia de Neospora caninum siendo
considerado mundialmente como uno de los diagndsticos mas comunes para casos de aborto
de origen infeccioso y muerte fetal (Alvarez et al., 2002; Robayo et al. 2017). Por todo lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de N. caninum en fetos

abortados de bovinos de establos lecheros de Huacho y Cafiete mediante el uso del PCR.



2. ANTECEDENTES

Neospora caninum es un parasito coccidia perteneciente al phyllum Apicomplexa, que
comparte caracteristicas morfologicas y bioldgicas similares con Toxoplasma gondii, que
puede estar presente en animales domésticos como silvestres. (Dubey et al., 2007; Donahoe
et al., 2015; Favero et al., 2017). Neospora caninum cuenta con tres estadios parasitarios
distintos: los taquizoitos se pueden presentar de forma ovoide, lunar o globular llegando a
medir de 3-7 um de largo y de 1-5 pum de ancho. En cambio, los bradizoitos miden entre 6-8
pum de largo y 1-1.2 um de ancho. Por otro lado, los ooquistes son de forma esférica, llegando
a medir aproximadamente entre 10-12 pum y se encuentra formado de dos esporoquistes con
forma elipsoidal y dentro de estos, se encuentran cuatro esporozoitos con forma alargada.
Estos ooquistes (no esporulados) son eliminados por medio de las heces de los hospederos
definitivos, para luego esporular en el medio ambiente (McAllister et al., 1998; Dubey et al.,

2002).

Al consumir tejido contaminado con Neospora caninum se produce, dentro del
hospedero definitivo, la fase sexual del parésito para luego, al ser eliminados al medio
ambiente, estos ooquistes esporularan con el fin de convertirse en infectivos a las 24 horas
después de eliminado ( McAllister et al., 1998; McAllister 2016) . Al ocurrir la ingesta de
los ooquistes infectivos, los hospederos intermediarios desarrollaran la fase asexual del ciclo;
asimismo, su transmision podria presentarse mediante la via vertical (Dubey, 2003). Al llegar

al tracto gastrointestinal, los esporozoitos son liberados y localizados en el interior de los



enterocitos donde se ejecutard la replicacion rdpida a taquizoitos. Al infectar, estos
taquizoitos penetran dentro de la célula por medio de invasion activa, dentro de una vacuola
parasitofora (Hemphill et al., 1996) y su division se realiza mediante endodiogenia (Speer et
al., 1999). Estos taquizoitos se encargan de la fase aguda de la enfermedad; mientras que, en
la fase cronica se observan los bradizoitos (Risco et al., 2014). La replicacion de los
bradizoitos, contenidos en los quistes tisulares, es lenta y pueden estar presentes en el
hospedero definitivo y en el intermediario localizandose so6lo en el tejido nervioso; ya sea,
cerebro, médula espinal y retina (Dubey et al., 2006). El ciclo culmina cuando el parasito es

ingerido por el hospedero definitivo; dando asi, la formacion de ooquistes (Dubey, 1999a).

Neospora caninum presenta un ciclo bioldgico heteroxeno facultativo, siendo el
hospedero definitivo el perro (Canis |. familiaris) y el hospedero intermediario, en esta
situacion, el bovino (Rondén y Diaz, 2006). Este ciclo presenta dos vias de transmisién
(horizontal y transplacentaria). La transmision transplacentaria juega un papel importante
con respecto al modo de diseminacion y mantenimiento del parasito (Paré et al., 1996;
Anderson et al., 1997; de Aquino et al., 2019). Se observa dentro de esta transmision la via
enddgena, en la que se da la reactivacion de bradizoitos a taquizoitos; y exdgena, donde
ocurre una primoinfeccion o reinfeccion (McAllister, 2016). Al encontrarse con la
enfermedad, los animales suelen permanecer toda la vida con la presencia de este, lo que
desencadenaria en la transmision a su descendencia (Pereira-Bueno et al., 2000). Esto,
podria desencadenar el aborto en el segundo o Gltimo tercio de gestacion o el nacimiento de

terneros clinicamente sanos pero congénitamente infectados (Almeria et al., 2017).



Otra forma de diseminacion es la transmision horizontal cuya importancia también ha sido
demostrada (Llano et al., 2018). Esta se da por medio de la ingestion de material contaminado
con ooquistes eliminados mediante las heces del hospedero definitivo, como por ejemplo el
agua de bebida y el alimento (Moore, 2005); por lo que, se describié que N. caninum tiene

ingreso por la via oro-fecal ( McAllister et al., 1998). Figura 1
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Figura 1. Ciclo bioldgico de N. caninum observando la transmision horizontal y

transplacentaria (enddgena y exdgena), asimismo la existencia del ciclo silvestre.
(Dubey et al., 2017)
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En la mayoria de los casos, la presencia de perros en los establos es considerado uno de
los factores de riesgo de mayor preocupacién (Wouda et al., 1999; Dijkstra et al., 2002); ya
que, generalmente, la presencia de estos animales permite el acceso a la ingesta de placenta,
fetos 0 a la contaminacion mediante sus heces. Ademas de esto, otras especies como el
coyote, lobo o el zorro gris han sido descritos e identificados como hospederos definitivos en
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establos con abortos (Barling et al., 2000; Gondim et al., 2004; Dubey et al., 2007; Klein et

al., 2019).

Un factor predisponente determinado afios atras fue el tipo de explotacién observando
mayores casos en establos lecheros y asociandolo al tipo de manejo que se emplea en estos
(Anderson et al., 1991; Paré et al., 1996; Wouda et al., 1999). Otros estudios demostraron la
asociacion del tipo de crianza (Moore et al., 2002) y tamafio de explotacion, principalmente
aquellos establos con explotaciones de mediano y gran tamafio como lo indica Ortega-Mora
et al. (2001). Otro papel importante en la transmision es la edad y el nUmero de partos
transmitido mediante la ingestioén de los ooquistes tanto en vacas lecheras como de carne
(Dubey et al., 2007; Llano et al., 2018). El tipo de reposicion es considerado también un
factor desencadenante para el mantenimiento del parésito por mantener la transmision via
transplacentaria (Collantes, 2003). Seglin Dubey et al. (2017) la aparicion de la enfermedad
puede presentar asociacion con las bajas temperaturas y humedad, que favorecen el desarrollo
de los ooquistes. La presencia de otros animales como las aves se encuentran en exposicion
a la infeccién por alimentarse en el suelo lo que podria contribuir a la diseminacién del

parasito (de Barros et al., 2018; Nazir et al., 2018)

Junto a la presencia de Neospora caninum en las explotaciones, puede coexistir otras
infecciones de origen infeccioso o no infeccioso que generen inmunodepresion (Barr et al.,
1994). En el afio 2009, Rodriguez determind que la presencia de fetos abortados se debia
también a otros agentes como Brucella abortus, Leptospira spp., siendo el mas importante el

virus de la Diarrea viral bovina (VDVB); el cual, es muy asociado con la neosporosis debido



al mecanismo de inmunosupresion. En el Perd, actualmente se han realizado estudios

determinando la coinfeccion de ambas enfermedades (Arauco y Rosadio, 2015).

La caracteristica clinica de N. caninum es el aborto que produce en bovinos gestantes
provocando fetos momificados, abortados o retenidos y una vez expulsado, suele eliminarlo
junto con la placenta ( Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 2017). Este aborto puede producirse
en vacas primerizas como en multiparas; encontrando la posibilidad de repetirse en la
siguiente gestacion (Stenlund et al., 1999; Pabon et al., 2007). En el caso de ocurrir una
infeccion en la etapa inicial de la gestacion, diversos estudios anteriores demostraron que el
feto puede ser reabsorbido y la vaca puede presentar repetitividad de celo (Moore et al., 2002;
Dubey, 2003; Dubey et al., 2006). Otros trabajos como el de Anderson et al. (2000) dieron a
conocer que se puede generar la muerte y momificacion de fetos aproximadamente en el
segundo Yy tercer mes de gestacion. Por otra parte, existe una gran presencia de terneros
clinicamente sanos pero cronicamente infectados. Estos terneros pueden presentar
sintomatologia nerviosa y muscular observandose a los 4 a 5 dias postparto y en algunos
casos después de 2 semanas, observando manifestaciones clinicas nerviosas como ataxia,
convulsiones, disminucion en el reflejo patelar, disminucion de peso, exoftalmia, etc
(Martinez y Cruz, 2013). Esto, puede deberse a la presencia de los taquizoitos en la placenta
produciendo inflamacion y proxima luteolisis mediada por las prostaglandinas que generaran
contracciones en el utero y la expulsion del feto (Dubey et al., 2017). En el caso de la madre,
no se ha demostrado manifestaciones clinicas caracteristicas, pero conforme aumente el
numero de pariciones, el factor de riesgo de aborto disminuye sugiriendo el desarrollo de una

inmunidad adquirida que impida la transmision (Dubey et al., 2007).



La neosporosis causa pérdidas econdmicas asociadas con el descenso de produccion
lactea, corta vida productiva, mortalidad neonatal elevada, muerte fetal temprana,
reabsorcién embrionaria, retorno de celo, incremento del tiempo de concepcidn, infertilidad,
compra de ganado de sacrificio, entre otros; encontrando asociacion con la presencia de N.
caninum (Pfeiffer et al., 2002; Hall et al.,2005; Pulido et al., 2017). Ademas, la venta de
ganado sospechoso con la infeccidn podria ser considerada como una gran parte de pérdida

econdmica debido a la disminucidn del valor de la carne (Trees et al., 1999).

En el Perq, los estudios basados en la presencia de la infeccion son en base a pruebas
seroldgicas y se han encontrado prevalencias de anticuerpos contra Neospora caninum de
bovinos lecheros como por ejemplo el primer reporte realizado en Arequipa, donde se
determiné que el 57% de animales presentaban neosporosis en el ganado lechero (Andresen
,1999). En el afio 2000, Rivera et al., determinaron la presencia de Neospora caninum en 16
fetos abortados realizado en el valle en Lima; como también, en el mismo afio, Cabrera et
al. (2000) encontro la presencia de este paréasito en el departamento de Cajamarca obteniendo
la conclusion de que el 43 % de vacas fueron seropositivas. Luego de esto, se siguieron
desarrollando diversos estudios en otras zonas como en el Valle de Lima donde se obtuvo
que el 29.6 % presentaban esta enfermedad (Silva et al., 2002) y del 33,2 % segun Fernandez
(2018). En Cajamarca se determin0 que el 459 % y 22.4 % de las vacas y crias,
respectivamente, fueron seropositivas (Linares, 2003) y Escurra (2003) realizo un
estudio en Cajamarca con ganado criado de manera extensiva encontrando una prevalencia
del 45.9 %. Ademas, se encontrdé una prevalencia de 40.4 % en Chachapoyas (Quevedo et
al., 2003); 18.1 % en Puno (Atocsa, 2005); 28.7 % en Tacna (Vélez et al., 2013); 18.8 % en

Cerro de Pasco (Portocarrero et al., 2015), Chavez et al. (2006) encontro que el 12.8 % eran
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seropositivas de muestras procedentes de la SAIS Pachacutec; en cambio, en Junin se hall6
46.7 % de prevalencia segun Granados (2012) y 15.3 % en el 2018 determinado por Arauco.
A pesar de esto, es necesario continuar realizando estudios sobre la epidemiologia de N.

caninum en el Perd. Figura 2.
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Figura 2. Presentacion de casos positivos segun la seroprevalencia en el Pert de
N. caninum (Cabrera et al. ,2000; Rivera et al., 2000; Silva et al., 2002;
Quevedo et al., 2003; Atocsa, 2005; Granados, 2012; Portocarrero et al., 2015).

El diagndstico de N. caninum puede ser dificultoso debido a que la mayoria de casos se
presentan de manera asintomatica en los animales infectados crénicamente y la presencia de
fetos abortados con bajo nimero de la parasitosis (Jenkins et al., 2002). Esto puede ser
demostrado mediante pruebas serolégicas como no serolégicas. Dentro del diagndstico
seroldgico se puede encontrar distintas pruebas como el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a

Enzimas (ELISA), cuya ventaja es el bajo costo y poca demanda de tiempo. Dentro de la
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gran variedad de ELISA, el méas utilizado para la deteccién de este parasito es el ELISA
indirecto empledndose muestras de suero, leche y liquidos fetales que permitan detectar
anticuerpos (Ortega-Mora et al., 2006). La técnica de Inmunoblot (IB) es importante en la
deteccion de antigenos inmunodominantes y es la técnica confirmatoria de otras pruebas
como IFI o ELISA (Atkinson et al., 2000). Otra prueba determinada es la aglutinacién directa
que requiere de taquizoitos fijados en formalina y de diluciones del suero con la finalidad de
observar la formacidn de aglutinacion si es que existe la presencia de anticuerpos especificos
(Packham et al., 1998). La Inmunofluorescencia indirecta (IFI) sigue siendo una de las
pruebas estandar que son utilizadas y comparadas con otras técnicas desarrolladas (Ortega-
Mora et al., 2006). Los resultados positivos muestran una fluorescencia que bordea al
taquizoito y un resultado negativo solo muestra la fluorescencia en la zona apical del paréasito
(Bjorkman y Uggla, 1999). Las ventajas de esta técnica son la especificidad y sensibilidad
que presentan en la deteccion de N. caninum basados en estudios previos (Wouda et al.,

1997a; Pinedo et al., 2014).

Dentro de las técnicas no seroldgicas se encuentran la histopatologia observando
lesiones en el cerebro, luego en el corazon, higado, rifiones (Anderson et al., 2000; Sanchez-
Castilleja et al., 2018). Otra prueba es la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) en la que
se puede identificar y amplificar los fragmentos de ADN, de diversos tejidos dando la
posibilidad de reconocer la presencia de Neospora caninum basados en los primeros estudios
desarrollado por Dubey (1999). Actualmente, esta técnica demostré la deteccion de
neosporosis en muestras de sangre de vacas o heces colectados de perros infectados de
manera natural, determinando la capacidad de esta prueba para detectar la presencia del

parasito en distintos tipos de muestras (Okeoma et al., 2004; Li et al., 2014). La ventaja de
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esta técnica es que permite amplificar una pequefia cantidad de ADN, demostrando una alta
especificidad y sensibilidad; por otro lado, esta técnica no es rutinaria debido a su alto costo

(Sager et al., 2001; Van Maanen et al., 2004).

En la actualidad no se ha podido determinar un adecuado tratamiento o el desarrollo de
una vacuna capaz de otorgar inmunidad por lo que, en este caso, las medidas de control son
las Unicas vias para evitar la diseminacion (McAllister, 2016). La principal medida de control
que se debe tomar es la identificacién de animales positivos, tomando en cuenta que si la
prevalencia es alta, lo mejor es eliminar a aquellas vacas positivas o separarlas de donde se
encuentren las vacas sanas (Thurmond y Hietala, 1997; McAllister, 2016). La presencia de
perros en los establos debe ser evitada ya que estos pueden diseminar la enfermedad mediante
el consumo de las placentas o fetos abortados pudiéndose evitar la diseminacion al hospedero
definitivo (Thurmond y Hietala, 1997; Anderson, 2000). Otras formas de control de la
enfermedad pueden darse por medio de la realizacion de controles sanitarios antes de
introducir un nuevo animal, realizar inseminacion artificial o transferencia de embriones
(Dubey et al., 2007; Moore et al., 2001). Finalmente, se debe llevar un control adecuado de
la presencia de hospederos intermediarios como ratones u otras especies (Lindsay et al.,

1999; de Barros et al., 2018).

En caso de establos con presencia de N. caninum estos deben ser notificados ante
SENASA. Este servicio requiere de un diagndstico confirmatorio mediante estudios en fetos
abortados o muestras histopatologicas. Dentro de esto, se incluye el estudio de otras especies
de animales que pueden funcionar como reservorio de la enfermedad para los bovinos.

Ademas, esta institucion requiere de la repeticion del muestreo después de 15 a 30 dias ya
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que permite observar los niveles de anticuerpos en comparacion al primer muestreo, en la

que se deberia observar un aumento significativo (SENASA, 2011).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En el Perd, los indices de eficiencia reproductiva son bajos destacAndose una baja fertilidad
y alta mortalidad embrionaria. Teniendo en consideracion el mal manejo y fallos de
inseminacién, no se consideran los aspectos sanitarios ni a los agentes infecciosos causantes
de abortos. Tomando en cuenta el largo ciclo reproductivo en estas especies, se hace
necesario estudiar dichos aspectos dentro de la problematica de la salud animal como en
Neospora caninum, asi como con otros agentes parasitarios e infecciosos. Considerando, los
escasos datos que se tienen sobre la neosporosis como agente causal de abortos en rumiantes
del Perd, asi como la necesidad de conocer las repercusiones econémicas y sanitarias de esta
enfermedad en nuestro pais, el presente estudio pretende determinar la presencia de Neospora
caninum en abortos bovinos de establos lecheros mediante la utilizacion de una técnica de
diagndstico molecular como lo es el PCR, esta técnica podria ser utilizada para estudios de

prevalencia a futuro.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Determinar la frecuencia de fetos bovinos abortados en establos lecheros del valle de

Lima con la presencia de N. caninum.

4.2 Objetivos especificos:

- Determinar la frecuencia entre los fetos abortados en los establos de Huacho y

Cariete.

- Determinar la presencia de N. caninum en los distintos 6rganos de los fetos
abortados.
- Establecer asociacion entre la presencia de neosporosis con las variables sexo, edad

y procedencia.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de muestreo y procesamiento

El muestreo se llevd a cabo en establecimientos ganaderos con propdsito lechero,
localizados en la zona norte y sur del valle de Lima. En la zona norte, se muestred en un
establo ubicado en el distrito de Huacho. Este establo esta situado a una altitud de 67
m.s.n.m. y posee una temperatura media anual de 19.2 ° C. En la zona sur, el muestreo se
realizd en un establo ubicado en el distrito de Cafiete, encontrandose a una altitud de 40
m.s.n.m y posee una temperatura media anual de 24.5 ° C. Las muestras fueron procesadas
en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (FAVEZ-UPCH).

5.2 Diseno del estudio

El disefio correspondié a un estudio observacional, descriptivo y transversal.

5.3 Poblacion en estudio

La poblacion objetivo fueron los fetos abortados de manera espontanea de establos
lecheros procedentes de madres que correspondian a la raza Holstein, ubicados en el valle de
Lima, de 2 establecimientos lecheros de crianza intensiva que aceptaron participar en el

estudio con el objetivo de informar los resultados.
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5.4 Tamafo de muestra

El disefio corresponde a un estudio descriptivo, donde el tamafio de la muestra fue
determinado mediante la formula para deteccion de una enfermedad (Thrusfield, 2005). Se
utilizaron ciertas restricciones utilizando un nivel de confianza del 95% y una prevalencia
esperada como minimo del 10% (Moroni et al., 2018). Se notificd a los encargados del
establo logrando recuperar un total de 40 fetos abortados debido a la disponibilidad de

muestras.

5.5 Criterios de inclusion

Se consideraron dentro del estudio todos aquellos fetos que fueron abortados de manera
espontanea encontrandose entre el primer y Gltimo tercio de gestacion cuyas madres fueran
primiparas o multiparas. Ademas los fetos abortados considerados en el estudio fueron
aquellos gue se encontraban frescos, es decir aquellos que fueron abortados el mismo dia y
se encontraban completos. Se confirma la participacion y aceptacion de entregar las muestras

provenientes de cada establo.

5.6 Criterios de exclusion

El estudio no considerd aquellos fetos que presentaban grado severo de autolisis o fetos
momificados que no permitieran realizar los procesos moleculares. Ademas, no considero
aquellos 6rganos que estaban putrefactos o fetos incompletos; es decir, que no contaban con

la cabeza.
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5.7 Consideraciones éticas

La presente Tesis de Postgrado pertenece a un Proyecto de investigacion
financiado por el FINCyT llamado “Obtencion y caracterizacion del primer aislado de
Neospora caninum causante de abortos y mortalidad neonatal en la produccién bovina
lechera del Pertl, con fines inmunodiagndstico y vacunal.” Con cédigo de proyecto:
PIAP-3-P-945-14. Este mismo ha sido aprobado por el Comité Institucional de Etica
para el uso de animales. Las condiciones de bioseguridad y los cuidados al realizar las
mediciones buscaron proteger la salud del investigador y evitaron someter a los

animales a molestias o estimulos nuevos innecesarios durante el desarrollo del proyecto.

5.8 Coleccion de muestras

Se tomaron en cuenta los registros de las fechas de paricién con el fin de obtener los
fetos frescos, por lo cual se guardd comunicacion directa con los establos evaluados para
evitar que ocurra el deterioro de los érganos a analizar. En estos casos se tuvo que esperar
hasta el momento que ocurria la paricion para recolectar los fetos abortados de manera
espontanea y ser trasladados mediante cajas de tecnopor con hielo para conservar los 6rganos

hasta su proximo analisis.

Los fetos abortados de manera espontanea fueron sometidos a la necropsia y seleccion

de 6rganos como cerebro, corazon, pulmon, higado, rifiones, timo, bazo, médula espinal,
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glandula adrenal e intestino delgado para luego proceder a la extraccion de ADN

conservandolos a -20 °C hasta su procesamiento.

Todos los animales que fueron considerados en el estudio se encontraban bajo la

supervision veterinaria en los establos en la que se contaban con registros reproductivos.

Las muestras de cada feto se acompafiaron de una ficha individual con los datos del feto
(sexo, edad y procedencia) incluyendo informacion epidemioldgica. Estos datos fueron

colocados en una ficha realizada para el presente estudio. Anexo 1

5.9 Procesamiento de muestras

Las muestras de 6rganos de los fetos abortados fueron analizadas mediante la prueba
molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada en el laboratorio de
Parasitologia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

5.9.1. Extraccion de ADN:

Se empled como método de extraccion un kit comercial: DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) con algunas modificaciones. La extraccion del ADN se realizo a partir de 20 mg de
tejido conservado en congelacion. Se procedid a disgregar las muestras con bisturi en placas

Petri esteriles. Primero, se procedié a realizar la lisis celular empleando buffer lisis con
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proteinasa K suministrados en el kit y se incub6 a 55 °C en Bafio Maria hasta completar la lisis.
Luego, se realizd la precipitacion del ADN a traves del empleo de etanol, buffers y las columnas
que se encuentran incluidas en el Kit comercial. Posteriormente, se procedi6 a eluir con buffer
el ADN de las columnas y finalmente ser conservado en un tubo de microcentrifuga (2 ml)

esteril, rotulado y congelado a una temperatura de — 20 °C.

5.9.2 Cuantificacion del ADN extraido:

La evaluacién de la concentracién de ADN se determin6 por medio de la absorbancia
por el método de espectrofotometria en equipo NanoDrop Lite (Thermo Scientific). Para este
procedimiento se utilizo el buffer de elucion utilizado en el tltimo paso de la extraccion como
solucién blanco, la medicién se realiza con 1uL de la muestra. La longitud de onda para la

medicién fue de 260 /280 nm con el fin de determinar la pureza y calidad de las muestras.

5.9.3 Deteccion de N. caninum mediante nested-PCR:

Esta técnica fue establecida y caracterizada anteriormente en el laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia donde se comprobd la
validez de los cebadores con el fin de evitar reacciones cruzadas contra otro tipo de
apicomplexos como Toxoplasma spp. 0 Sarcocystis spp. Consto de dos reacciones, en la cual,
el producto que salio de la primera reaccion, se utilizé en la segunda con el fin de tener mayor
sensibilidad. Se amplificé la region ITS 1 del ADN ribosomal de N. caninum empleando 4
oligonucleotidos: (Buxton et al., 1998; dos Santos et al., 2011). La region de elecciony los

cebadores que se utilizaron, han sido empleados en estudios anteriores demostrando que la
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region ITS 1 tiene una alta sensibilidad (71,42 %) y especificidad (100 %). (Sanchez et al.,

2009)

Secuencia de cebadores empleados en la primera reaccion:
NN1 forward 5 - TCAACCTTTGAATCCCAA -3
NN2 reverse 5 - CGAGCCAAGACATCCATT -3

Secuencia de cebadores empleados en la segunda reaccion:
NP1 forward 5- TACTACTCCCTGTGAGTTG - 3

NP2 reverse 5" - TCTCTTCCCTCAACGCT -3

Primero, se calcul6 el volumen de los componentes a utilizar dependiendo del nimero
de muestras que se analizd. La primera amplificacidn estuvo compuesta de los cebadores
NN1y NN2 en la que se utilizé 1,5 uM de cada uno, la muestra de ADN (20 ng/ul), 10x del
tampon DNA polimerasa, MgCI2 (25mM), dNTPs (10 mM), Taq DNA polimerasa (5u/ul) y
9,8 ul de agua. Las condiciones de temperatura que se utilizaron en el primer ciclo fueron las
siguientes: 1 ciclo de 5 minutos a 94° C; luego, 25 ciclos de: 94 °C (1 minuto), 48 °C (1

minuto), 72 °C (1 minuto); y por Gltimo 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

En la segunda amplificacion se realizd la misma mezcla pero en este caso se utilizo el
producto de PCR de la primera reaccion (5 ul) y los cebadores NP1y NP2 (2 uM cada uno).
Las condiciones que se utilizaron en el segundo ciclo fueron 25 ciclos de: 94 °C (30
segundos), 48 °C (30 segundos), 72 °C (30 segundos); y 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos.
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5.9.4 Electroforesis en gel de agarosa:

El producto resultante del PCR fue visualizado mediante un gel de agarosa al 1%
utilizando bromuro de etidio (0,1 pug/ml) y observado bajo luz ultravioleta (MiniBis Pro).
Como marcador de peso molecular se utilizo la escala de ADN de 100 bp que mide ADN de
doble cadena con un rango de 100 a 1000 bp (Thermo Fisher Scientific, 100 bp DNA Ladder).
El fragmento amplificado por PCR producto de la primera reaccion fue de 421 bp, fragmento
de la region ITS1 de apicomplexo Neospora spp. (Holmdahl et al. 1994). El segundo
fragmento amplificado por PCR producto de la segunda reaccion fue de 213bp, fragmento

especifico de Neospora caninum (Buxton et al., 1998 ; Collantes, 2003)

Se utilizé como control positivo taquizoitos NC1 de Neospora caninum brindados por el
departamento de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Complutense de Madrid, del grupo de investigacion SALUVET (Salud Veterinaria y

Zoonosis) en Madrid, Espafia.

5.10 Analisis estadistico :

Los resultados fueron expresados en forma porcentual y la posible asociacion entre las

diferentes variables con la presencia de N. caninum fue analizada mediante pruebas de

asociacion como Chi cuadrado y utilizando el programa estadistico SPSS 15. 0
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5.11 Eliminacién de muestras:

Las muestras fueron eliminadas mediante el uso de tachos cubiertos con bolsas de
polietileno, especificando que sean residuos patdgenos para finalmente ser incinerados. Por
otro lado, se considero que el material que entr6 en contacto con las muestras bioldgicas,
sean colocados en otras bolsas del mismo material siendo identificados y separados. En el
caso de fluidos biologicos, se considerd la eliminacion previamente desinfectado y vertido

por el desaglie con abundante agua.
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6. RESULTADOS

La presencia del ADN de N. caninum fue analizada mediante PCR anidada de la region
ITS-1 a partir de muestras de fetos provenientes de los establos de Huacho y Cariete. Se
recolecté un total de 40 fetos abortados de manera espontanea que procedian de madres
previamente evaluadas en estudios anteriores realizados dentro del proyecto, en la cual se
determiné que el 90% de estas, eran seropositivas a N. caninum, donde la edad de mayor
presentacion de casos fueron aquellas mayores a 4 afios, multiparas y con antecedentes de

aborto (Datos no publicados, Serrano Martinez Enrique). Tabla 1.

En la zona sur se estudié un total de 21 fetos abortados, mientras que en la zona norte
fue de 19 muestras. En el distrito de Cafiete, los antecedentes de abortos que presentaba el
establo estudiado fue de 49% (49/100) y en el distrito de Huacho, fue de 35% (63/180).

Ambos establos contaban con bovinos de raza Holstein.

En cuanto a la extraccion de ADN, fueron consideradas muestras de buena calidad
aquellas que estaban entre el radio de Absorbancia 260/280 de 1,6 y 2 segun lo establecido
por Sambrook et al., (1989). Se realiz6 el primer PCR determinando la presencia del género
Neospora seguido de un segundo PCR determinando la especie N. caninum. Se evaluaron 40
fetos abortados y el 37.5% (15/40) de éstos, resultaron positivos a la presencia de ADN de

Neospora caninum. Figura 3.
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En las muestras positivas, se detectd que el 31,58% (6/15) provenian de la region de
Huacho vy el 42,86 % (9/15) de Cariete, determinando mayor frecuencia en las muestras
provenientes en la zona sur del valle de Lima. La frecuencia de la enfermedad segun la

procedencia se detalla en la Tabla 2.

Con respecto al sexo, se observd que dentro de aquellos animales positivos a la
parasitosis, las hembras presentaron mayor frecuencia del 53.33% (8/15) comparado a lo
encontrado en machos 46.67% (7 /15). Los resultados de la variable sexo se encuentran

explicitamente en la Tabla 3.

Otra variable considerada en el estudio fue la edad gestacional en la cual ocurri6 el
aborto, encontrandose mayor presentacion en el segundo tercio de gestacion 60% (9/15),
seguido del altimo tercio de gestacion donde el 26,6% de fetos eran positivos (4/15) y primer
tercio 6,7% (1/15). En cuanto a la edad fetal, se observo que en el quinto mes de gestacién
presentaron mayores casos de aborto en comparacion a los demas meses (26.67%). Ver Tabla

3.

En la tabla 4, se puede apreciar la frecuencia de deteccion del ADN de N. caninum
segun el 6rgano analizado. El encéfalo, del cual se incluyé 3 cortes en cada muestra (cerebro,
cerebelo y parte del tronco encefalico) fue el 6rgano que presentdé mayor frecuencia de
presentacion del ADN del parasito estando presente en todas las muestras positivas (15/15).
El segundo 6rgano mas frecuente fue el pulmén, encontrandose en el 26,6% de las muestras
positivas y seguidas del higado y corazon mostrandose en el 20% de los animales positivos.

En otros 6rganos como el rifidon fue de 13,3% (2/15), timo 6,7% (1/15), intestino 6,7% (1/15),
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glandula adrenal 13,3% (2/15) y bazo 13,3 % (2/15) se encontraron en menor frecuencia. En
el caso de la médula espinal no se encontré ninguna muestra positiva a Neospora caninum.

(Ver Tabla 4).

Se analizé la asociacion de las variables con respecto a la presencia de Neospora
caninum en fetos abortados no encontrando asociacion entre las variables sexo, edad y

procedencia mediante la prueba de Chi cuadrado.
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Tabla 1. Distribucion de datos de las progenitoras de los fetos abortados recolectados de

manera espontanea relacionados con la presencia a N. caninum.

Variable Muestras (n) Porcentaje (%)
Positivo 36 90
1.ELISA Negativo 4 10
15 a 24 meses 2 5
2 a 4 afos 16 40
2.Edad > 4 afios 22 55
Primeriza 9 225
3. Servicios Multiparas 31 775
Si 40 0
4. Antecedentes No 0 100
Total 40 100
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Tabla 2.- Distribucion de fetos abortados de bovinos lecheros positivos a N. caninum por las

técnica de PCR, segun la region de procedencia (2016-2017).

Positivas
*Region Muestras (n)
No %
Huacho 19 6 31,6 (6/15)
Cariete 21 9 42,9 (9/15)
Total 40 15 375 %

*Asociacion de variable procedencia y la presencia de neosporaosis; Significacion (p): 0.46
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Tabla 3. Distribucion de fetos abortados de bovinos lecheros positivos a N. caninum por la

técnica de PCR, segln el sexo y edad. (2016-2017)

Porcentaje
Variable Muestras (n)
%
a.Sexo
Macho 7 46,7
Hembra 8 53,3
b. Edad
3 meses 1 6,7
4 meses 2 13,3
5 meses 4 26,7
6 meses 3 20
7 meses 3 20
8 meses 1 6,7
9 meses 1 6,7
Total 15 100

a. Asociacion de variable sexo y la presencia de neosporosis ; Significacion (p) : 0.93

b.  Asociacion de variable edad y la presencia de neosporosis ; Significacion (p): 0.07
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Tabla 4.- Distribucion de fetos abortados positivos a N. caninum mediante PCR segun el
organo de ubicacion (2016-2017).

N°. _ Resultados de PCR en:
Fetos Region CER PUL HIG RIN COR TIM BAZ ME GA INT
1 + - - - AU - - AU - -
2 + - + - + - - NR - NR
3 + - - + - AU - - - -
4 + - AU - - - - NR - AU
5 + + - + - - + - - +
6 + - - - - - - NR - -
7 + + + - + - - NR + -
8 + - - - - - NR - NR
9 + - + - - - + - - -
10 + + - - - NR - - - R
11 + - - - + NR - - - -
12 + - - - - - - AU - AU
13 + + - - - + - NR - NR
14 + - AU - - - - AU - -
15 + - - - - - - NR - -
Total 15/15 4/15 3/15 2/15 3/15 1/15 2/15 0/15 2/15 1/15
Porcentaje % 100 266 20 133 20 67 133 0 133 6,7

AU: Autolisis
BAZ: Bazo

C: Cafiete
CER: Cerebro
COR: Corazén

GA: Glandula adrenal

HIG: Higado

INT: Intestino con Placas de Peyer
ME: Médula espinal

+: Positivo a la prueba -2 negativo a la prueba
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NR: No se recolecto
PUL: Pulmén

RIN: Rifién

H: Huacho

TIM: T



Figura 3. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% donde se muestran los resultados del PCR para

Neospora caninum en muestras de fetos abortados.

* ¢ ¢ 4 b b .

1141111

*C+ : Control positivo; C- : control negativo ; PM: banda de peso molecular; P1,P2: pulmoén feto 1 y feto 2;
C1,C2,C3,C4,C5,C6,C7: corazodn feto 1,2,3,4,5,6 y 7; H1,H2 :higado feto 1y 2; R1, R2: rifién feto 1y 2; T1,T2 : timo
feto 1y 2; Co2: corazén feto 2; B1 : bazo feto 1.
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7. DISCUSION

El presente estudio se realiz6 en dos establos del valle de Lima, ubicados en el norte y
sur de la ciudad, lugares donde se han reportado casos de problemas productivos con
diagnostico no conocido. Se analiz6 un total de 40 muestras de fetos abortados; en los cuales,
se detecto la presencia de N. caninum mediante PCR en el 37,5% (15/40) determinando la

presencia de la enfermedad en fetos abortados en el valle de Lima.

Estudios anteriores demostraron la presencia de N. caninum en 16 de 29 fetos abortados
de vacas lecheras en el valle de Lima, confirmando la presencia de este parasito en la ciudad
de Lima y demostrando la persistencia de la enfermedad (Rivera et al, 2000; Fernandez,
2018; Serrano et al., 2018). Recientes estudios han empleado también pruebas moleculares
y algunas seroldgicas confirmando la presencia de esta parasitosis en distintos paises de
Ameérica Latina y a nivel mundial obteniendo porcentajes desde 12.2% en Chile (Moroni et
al., 2018), 20.3% en Argentina (Fort et al., 2015), 43,5% en Ecuador (Bernardi y Cueva,
2015), 63% en Colombia (Vargas-Nifio et al., 2018), 71.4% en Brasil (de Aquino et al.,

2019) y 80% en Meéxico ( Medina et al., 2006). Otros paises han continuado las
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investigaciones sobre la frecuencia de esta enfermedad pudiendo encontrar reportes actuales
como en Iran presentando una frecuencia del 5.7% (Amouei et al., 2019), 7.6 % en China
(Luo et al., 2018), 19% en Tunisia (Amdouni et al., 208) y 18.2% de casos positivos en

Canadé (Wilson et al., 2016).

Sin embargo, la deteccidn de N. caninum no permite demostrar que los abortos sean
causados principalmente por este parasito ya que la infeccion lleva principalmente al
nacimiento de terneros congénitamente infectados (Pereira-Bueno et al., 2000; de Aquino et
al., 2019) y la presencia de este puede encontrarse en asociacion con otras enfermedades
como Brucella abortus, Leptospira spp., virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina y
sobretodo el virus de la diarrea viral bovina, todos ellos relacionados a inmunosupresion
(Rodriguez, 2009; Vargas-Nifio et al., 2018). Estudios realizados en Per( demuestran la

coexistencia de virus de la diarrea viral bovina y N. caninum (Arauco y Rosadio, 2015)

El resultado de la frecuencia obtenida en el presente estudio puede deberse a distintos
factores que influirian en la presentacion como el tipo de crianza, los hospederos definitivos,
la edad, sexo, hospederos intermediarios (caninos, roedores, aves) propios de la zona, los

cuales favorecen el desarrollo del ciclo de vida de N. caninum (Dubey, 2010; Dubey, 2017).

El tipo de crianza de los bovinos lecheros en la zona de estudio fue de tipo intensivo;
por ende, este factor podria favorecer la exposicion frente al agente, confirmando que los
establos con crianza intensiva en vacas lecheras presentan mayor probabilidad de transmision

que las explotaciones de crianza carnica (Moore et al., 2002). Ortega-Mora et al. (2001)

32



describe la misma asociacion con respecto al tamafio de explotacion, reconociendo la

importancia de explotaciones de mediano y gran tamafio.

Por otro lado, en los establos evaluados se observo la presencia de perros tanto en su
interior como en los alrededores que actian como hospedero definitivo del ciclo bioldgico
de N. caninum, favoreciendo la diseminacion mediante la eliminacion de N. caninum por
medio de las heces o por el consumo de restos placentarios, fetos abortados o fluidos fetales
producto de abortos o partos recientes (McAllister et al., 1998; McAllister 2016). Ademas,
estos animales tenian acceso al alimento o agua de bebida lo que permitiria la contaminacion
por medio de los ooquistes infectivos (Moore, 2005). En los establos evaluados, se contaron
mas de tres perros por establo lo que permitiria la amplia asociacion entre la presencia de N.
caninum con el numero de perros observados (Puray, 2005; Portocarrero et al., 2015). Por
otro lado, la presencia de otros mamiferos, roedores, aves inclusive de insectos, puede
también permitir la diseminacion de la neosporosis por actuar estos también como

hospederos, vectores o reservorios (Conzuelo, 2011; Rahpaya et al., 2018).

Segun la procedencia, los establos que fueron evaluados no contaban con un control
adecuado o sanitario de la enfermedad, lo que facilitaria el ingreso de la infeccion ya sea
mediante la adquisicion de animales de reposicion, considerado un factor desencadenante
para el mantenimiento del parasito (Collantes, 2003). Ademas, un factor controversial es el
ingreso de animales de reposicion provenientes de Arequipa lo que podria estar asociado al
mayor porcentaje de presentacion de la enfermedad en la zona sur de Lima; como también,
el uso de semen proveniente de este departamento con una seroprevalencia del 57% y 48.9

% de N. caninum (Andresen ,1999; SENASA, 2011). Por otro lado, estudios anteriores
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analizaron la presencia de anticuerpos contra Neospora caninum en Cajamarca,
determinando una prevalencia del 42.9% y 19,6%, lo que podria relacionarse con los
resultados encontrados en la zona norte. (Cabrera et al., 2000; SENASA 2011). La
introduccién de un nuevo animal al establo implica un gran riesgo ya que en estudios
anteriores se han reportado casos de neosporosis al adquirir nuevos animales y permitir el

ingreso de estos sin un control o diagndéstico adecuado (Puray, 2005).

En lo que respecta al sexo, se observo una frecuencia mayor en el caso de las hembras
(53.3%). Sin embargo, esta variable no es estadisticamente significativa con respecto a la
enfermedad por lo que, reportes previos describen que la variable sexo no representa un
factor predisponente para la presentacion de la infeccion como el realizado por Vega et al.
en el afio 2010 . Esto, puede determinar que no existe asociacion de la presentacion de
neosporosis en relacion al sexo del feto abortado, encontrandose tanto en hembras como en

machos.

Con respecto a la edad fetal del aborto se encontré6 mayor frecuencia entre el quinto y
séptimo mes, teniendo relacion con los primeros reportes realizados por Dubey y Lindsay
(1996) donde describen que los abortos por N. caninum pueden estar situados entre el tercer
y noveno mes de gestacion, presentandose con mayor frecuencia entre el cuarto y sexto mes.
Buxton et al. (2002) describe que el feto no es capaz de desarrollar una respuesta inmune
suficiente en el segundo tercio de gestacion; es por eso que, es caracteristico encontrar
abortos entre el quinto y sétimo mes de gestacion. Los resultados obtenidos coinciden con lo
demostrado por Collantes realizado en el afio 2003 y confirmado por estudios como el de

Medina et al., en el afio 2006 observando abortos ocurridos en un promedio de 5.6 meses de

34



gestacion. En el Per(, actualmente se desarroll6 un estudio evaluando la presencia de abortos
por N. caninum encontrando mayores casos en el segundo tercio similar al presente estudio

(Fernandez, 2018)

Se conoce que en infecciones por N. caninum el 6érgano diana es el cerebro durante la
fase crdnica y donde se observan los quistes tisulares; seguido de otros 6rganos como
corazon, pulmon e higado (Anderson et al., 1991; Dittrich et al., 2018; Hoseini et al., 2018).
Esto guardaria similitud con los resultados obtenidos, observando que todas las muestras de
cerebro fueron positivas mediante PCR. Las lesiones macroscopicas observadas como focos
de necrosis, no permite el diagnostico de la enfermedad por lo que podria estar asociado al
deterioro de la muestra o la presencia de otros agentes infecciosos no considerandose como
lesiones macroscdpicas patognomonicas (Sanchez-Castilleja et al., 2018). Por otra parte, la
presentacion de la infeccion en los diferentes 6rganos de los fetos fue menor en comparacion
con los fetos del altimo trimestre demostrando una disminucion en la carga parasitaria o con
respecto a la ubicacion del parésito, asociandolo a la inmunocompetencia que desarrolla el

feto para controlar la infeccion. (Gonzélez et al., 1999; Almeria y Lopez-Gatius, 2015).

El presente estudio logré detectar la infeccion por N. caninum mediante PCR anidada
de diferentes organos de fetos abortados. El protocolo que se emple6 para esta técnica fue
muy eficaz para determinar la presencia del parasito en fetos abortados, incluyendo la
presencia de autolisis en distintas muestras. A pesar de esto, estas infecciones son dificiles
de erradicar ya que los ganaderos no mantienen un adecuado conocimiento de la parasitosis
y es dificil controlarla si no se mantiene un adecuado manejo sanitario. ES por eso que, es

importante dar a conocer la informacién obtenida a los ganaderos con el fin de brindar

35



conocimiento sobre la problemaética y tomar medidas de control e implementacidn que evite

la diseminacion de la infeccién tomando importancia de esta enfermedad.

Por otro lado, el estudio tuvo como limitaciones el acceso a diversos establos ubicados en el
valle de Lima, lo que hubiera permitido obtener mayor cantidad de muestras; esto, debido a
una falta de informacion y participacion de los establecimientos que no contaban con el
conocimiento previo de la parasitosis. Dentro de los establos muestreados, no se pudo
recolectar muestras de placenta lo que hubiera permitido demostrar la presencia de N.

caninum en este drgano con resultados positivos demostrado en estudios previos.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con los datos obtenidos se puede concluir:

N. caninum fue detectado molecularmente en fetos abortados provenientes de
establos de Lima obteniendo una frecuencia del 37,5 %.

La frecuencia de ADN de N. caninum determinado mediante la técnica de PCR en
feto abortados de bovinos lecheros de los establos lecheros muestreados fue de

31,6 % en Huacho y 42,9% en Cafiete.

Las variables edad y sexo no se encontraron asociadas a la presencia ADN de N.
caninum en bovinos.

El cerebro es el principal érgano en donde se detectd la presencia de N. caninum

siendo independiente al periodo de gestacion.
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ANEXO 1. Ficha de recoleccion de datos empleados en el estudio.

Establo

COD:

NUmero de animales:

Fecha de muestreo

Numero de Bovinos

Presencia de perros

NuUmero de perros

Presencia de otros hospederos intermediarios

Porcentaje de mortalidad ( anual ) :

Animal

Nombre:

Sexo:

Edad fetal:

Procedencia de los fetos abortados:

Antecedentes de aborto:

FECHA :
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ANEXO 2. Datos de las progenitoras basadas en informaciéon obtenida del proyecto.

Madre Procedencia  # Partos Edad Antecedentes aborto ELISA
1 Limanorte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
2 Lima norte  primeriza de 2 a 4 anos abortaron Positivo
3 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
4 Lima norte  primeriza de 2 a 4 aios abortaron Positivo
5 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
6 Lima norte multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
7 Lima norte  primeriza de 2 a 4 anos abortaron Positivo
8 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Negativo
9 Lima norte  primeriza de 2 a 4 anos abortaron Positivo
10 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
11 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
12 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
13 Lima norte multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
14 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
15 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
16 Lima norte  primeriza de 2 a 4 anos abortaron Negativo
17 Lima norte multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
18 Lima norte  primeriza de 2 a 4 anos abortaron Positivo
19 Lima norte  primeriza de 2 a 4 aios abortaron Positivo
20 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
21 Limasur  multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
22 Limasur  multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
23 Limasur  multiparas de 2 a 4 aios abortaron Positivo
24 Limasur  multiparas de 2 a 4 afos abortaron Positivo
25 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
26 Lima sur primeriza 15 a 24 meses abortaron Positivo
27 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
28 Lima sur primeriza 15 a 24 meses abortaron Positivo
29 Lima sur multiparas de 2 a 4 anos abortaron Negativo
30 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Negativo
31 Lima sur multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
32 Lima sur multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
33 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
34 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
35 Lima sur multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
36 Lima sur multiparas de 2 a 4 anos abortaron Positivo
37 Limasur  multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
38 Lima sur multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
39 Lima sur multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
40 Lima sur multiparas mayores de 4 afios abortaron Positivo
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