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Resumen

En el Ecuador se han realizado trabajos epidemiologicos que demuestran la presencia de la
enfermedad en ganado bovino, su asociacién con el aborto, la presencia de lesiones
compatibles y material genético del parasito en fetos de matadero, aunque, la prevalencia es
variable esta se ha reportado alrededor del 23.5%. Sin embargo, no habia informacion para
conocer la frecuencia de anticuerpos contra Neospora caninum en perros, considerando que
esta especie es el hospedador definitivo del parasito. Este estudio tuvo como objetivo
determinar la frecuencia de anticuerpos anti- Neospora caninum en muestras de suero de 124
perros que habitan con ganado bovino, tomadas de 59 granjas de las provincias Azuay, Cafar,
Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas. Se consideraron las variables; procedencia de la
muestra, la edad, el sexo, de los perros, el tamafio y tipo de hato ganadero, para determinar
si estos factores se asocian con la presencia de anticuerpos anti Neospora caninum. El
levantamiento de datos se realiz6 en una hoja de registro que incluyen: la ubicacién, datos del
animal como también del propietario. La presencia de anticuerpos anti Neospora caninum se
determiné mediante ELISA competitivo, se encontr6 una frecuencia del 18.5% de los perros
estudiados. Se determind asociacion estadistica, con el tipo de hato ganadero y con la region
geogréfica siendo mas frecuente la enfermedad en perros que viven en la sierra y conviven
con bovinos de leche. No se establecio asociacion estadistica con las variables tamafo del

establecimiento ganadero, edad y sexo de los perros.

Palabras clave: aborto, epidemiologia, frecuencia
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Abstract

In Ecuador, epidemiological studies have been carried out that demonstrate the presence of
the disease in cattle, its association with abortion, the presence of compatible lesions and
genetic material of the parasite in slaughterhouse fetuses, although the prevalence is variable
and has been reported. about 23.5%. However, there was no information to know the
frequency of tests against Neospora caninum in dogs, considering that this species is the
definitive host of the parasite. This study aimed to determine the frequency of anti-Neospora
caninum studies in serum samples from 124 dogs living with cattle, taken from 59 farms in the
Azuay, Cafar, Manabi and Santo Domingo de los Tsachilas provinces. Variables were
considered; sample origin, age, dogs sex, size and type of cattle herd, to determine if these
factors are associated with the presence of anti-Neospora caninum studies. Data collection
was carried out in a registration sheet that includes: location, data of the animal as well as the
owner. Presence of anti Neospora caninum studies was developed by competitive ELISA, a
frequency of 18.5% of the dogs studied was found. Statistical association will be developed,
with the type of cattle herd and with the geographical region, the disease being more frequent
in dogs that live in the mountains and coexist with dairy cattle. No statistical association was
established with the variables size of the livestock establishment, age and sex of the dogs.

Keywords: abortion, epidemiology, frequency
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Abreviaturay simbologia
S: Santo Domingo.
M: Manabi.
C: Canar.
A: Azuay.
ELISA: Enzimoinmunoanalisis de adsorcion

N. caninum: Neospora caninum
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Introduccidén

La neosporosis es una enfermedad de gran importancia, debido al impacto que tiene en el
sector ganadero, siendo considerada la principal causa de aborto en ganado bovino a nivel
mundial. Provoca grandes pérdidas econdémicas y productivas en el sector pecuario (Dubey
etal., 2017; Hernandez et al.,2001; Hobson et al., 2002; Trees et al., 1999). El diagndstico de
la enfermedad es esencial para establecer programas de control y reducir su prevalencia
(Dubey et al., 2017).

La produce el parasito de filum apicomplexa, Neospora caninum, siendo sus principales
hospedadores definitivos los canidos domésticos y silvestres, en especial, el perro doméstico
Canis lupus familiaris, que por su cercania al ganado bovino es un eslabén importante en la
diseminacion horizontal de la enfermedad (Dubey et al, 2017). En el Ecuador se han realizado
investigaciones en ganado bovino que han demostrado la presencia de anticuerpos
especificos en alrededor del 23.5% de la poblacién analizada (Maldonado et al., 2021). Este
estudio analiz6 la presencia de anticuerpos contra el parasito en sangre de perros que habitan
con ganado bovino, en dos regiones naturales del Ecuador, costa y la sierra, tomando en
cuenta las provincias de Azuay, Cafar, Manabi y Santo Domingo de los Tséachilas. Ademas,
se consideraron las variables de tipo y tamafio del establecimiento ganadero, la edad y sexo

de los animales.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de anticuerpos para Neospora caninum en muestras de suero

sanguineo de perros que habitan en granjas ganaderas de la costa y sierra del Ecuador.

1.2 Objetivos especificos

e Establecer si existen diferencias en frecuencia de anticuerpos especificos contra N.

caninum con respecto a la region geogréfica, tamafio y tipo del hato ganadero.

e Establecer si existen diferencias en frecuencia de anticuerpos especificos contra N.

caninum con respecto a la edad y sexo de los perros.

Adriana Madelein Hidalgo Nufiez - Wilson Fabricio Romero Tigmasa
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Revisién bibliografica
2.1 Generalidades

2.1.1 Descripcién del parasito

Neospora caninum es un parasito heteroxeno intracelular obligado, pertenece al phylum
Apicomplexa (Bacigalupe et al.,, 2013)., clase Sporozoea, subclase Coccidia, orden
Eucoccidia, suborden Eimeriorina, familia Sarcocystidae y género Neospora (Dubey y
Lindsay, 1996). N. caninum es un protozoario intracelular obligado, debido a su similitud con
el Toxoplasma gondii se lo confundié por aflos como toxoplasma, no fue sino hasta 1988 que
se establecié como un nuevo género y especie otorgandole el nombre de Neospora caninum
(Bjerkas et al., 1984; Dubey et al., 1988).

2.1.2 Definicién de la enfermedad

La neosporosis es una enfermedad parasitaria que afecta a distintas especies, es
especialmente importante en el ganado bovino, como hospedador intermediario y en los
perros domésticos como principal hospedador definitivo, considerando su cercania dentro del
entorno productivo. En los bovinos la enfermedad se manifiesta principalmente por el aborto
(Dubey et al., 2017). Mientras que en los perros se puede observar como una enfermedad
neuromuscular, (Barbery Trees, 1998; Dubey, 2003) capaz de producir pardlisis y contraccién
ascendente hasta de las dos extremidades pélvicas; también pudiendo afectar a érganos
vitales como el corazoén, pulmones, placenta, cerebro, higado, médula espinal entre otros
(Carolina y Aguirre, 2008).

2.1.3 Antecedentes

La neosporosis fue descrita por primera vez en Noruega en el afio 1984 por Bjerkas en una
camada de perros boxer que presentaron encefalopatia, el estudio histopatolégico revel6
encefalitis y miositis con la presencia de parasitos protozoarios asociados a las lesiones, lo
gue llevo a considerar que se trataba de Toxoplasma gondii, sin embargo, los perros no
presentaron anticuerpos especificos contra T. gondii y la ultra estructura del parasito era
diferente. Posteriormente, en un estudio retrospectivo (Dubey et al., 1988), analiz6 tejidos y
casos de pacientes caninos que recibieron diagnéstico de muerte por toxoplasmosis, luego
del andlisis de miles de tejidos, llegé a la conclusion de que lo reportado por Bjerkas, asi como
una buena parte de los diagnosticos, no se trataban de toxoplasmosis. Asi, el nuevo agente
fue denominado Neospora caninum, ya que, para ese entonces se consider6 como causa
primaria de enfermedad en perros. Estudios posteriores demostraron que N. caninum estaba

relacionado con un importante nimero de abortos en ganado bovino en California, Estados
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Unidos (Barr et al., 1991). Hoy se sabe de acuerdo a lo reportado en distintos trabajos que las
neosporosis bovina es la principal causa de aborto en ganado bovino a nivel mundial (Dubey
et al, 2017). Asi también ahora se conoce un importante grupo de hospedadores

intermediarios dentro del ciclo doméstico y silvestre de N. caninum. (Piaaggio et al., 2007)

2.1.4 Ciclo Biologico.

Los perros (Canis lupus familiaris) y otras especies de canidos como el lobo (Canis lupus),
coyote (Canis latrans) y el dingo (Canis lupus dingo) figuran como hospedadores definitivos,
en ellos se desarrolla la fase sexual del parasito y por tanto la liberacién al ambiente de los
ooquistes a través de las heces (Dubey et al., 2017; King et al., 2010). Los bovinos son los
principales hospedadores intermediarios del parasito, en donde se desarrolla la fase asexual
y especialmente donde se mantienen en estado de latencia a través de quistes tisulares. Los
perros se infectan al ingerir quistes presentes en los tejidos de los hospedadores
intermediarios (muasculos, fetos, placenta, visceras, etc.), en el tubo digestivo los jugos
gastricos degradan la pared del quiste liberando las formas parasitarias, luego, se completa
el ciclo sexual y a partir de los 5 dias post ingesta se produce la eliminacién de ooquistes sin
esporular en las heces, la esporulacion se da en el medio ambiente después de 24 a 72 horas,
en donde cada ooquiste presenta dos esporocistos con cuatro esporozoitos y constituyen la
forma infectante para los hospedadores intermediarios (Morales, 2014; Alvarez et al., 2018).

Estos quistes ingeridos por los bovinos en el alimento o en el agua, una vez que se encuentran
en el intestino delgado liberan los esporozoitos, invaden la pared intestinal y se transforman
en taquizoitos Se dividen rapidamente por endodiogenia y realizan parasitemia para alojarse
en diferentes tejidos formando los quistes tisulares, que, al ser ingeridos por los caninos,

nuevamente inician el ciclo del parasito (Morales, 2014; Goodswen et al., 2013).
2.2 Neosporosis en Caninos.

2.2.1 Descripcién y caracteristicas de la enfermedad.

La enfermedad afecta a perros de todas las edades, se manifiesta principalmente con
desordenes neuromusculares, como paralisis y rigidez progresiva de las extremidades

posteriores (Lépez, 2019).

La enfermedad se trasmite de manera vertical de la madre a los cachorros a través de la
placenta, y es posible pero no frecuente la infeccién posnatal a través de la leche materna
(Bjerkas et al., 1984; Dubey et al., 1988; Dubey et al., 1990). Sin embargo, la infeccién prenatal
es variable y poco frecuente (Barber y Trees, 1998). La forma de transmisién mas comun es

a través del consumo de tejidos infectados del hospedador intermediario, al parecer las
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placentas son el medio mas eficaz de infeccién, incluso por encima de los tejidos de fetos
abortados, asi también la placenta de terneros sanos, pero congénitamente infectados, puede
transmitir la enfermedad (Dijkstra et al., 2001; Bergeron et al., 2001). La leche y el calostro
de vacas infectadas e incluso en ensayos donde se infectd el calostro con taquizoitos no fue
capaz de trasmitir la enfermedad a los perros (Dijkstra et al., 2001). Estudios han demostrado
gue no es posible la infeccién experimental de perros mediante el consumo de ooquistes

esporulados (Bandini et al., 2011).

2.2.2 Prevalencia

La seroprevalencia de la enfermedad se ha reportado en distintos paises a nivel mundial, varia
dependiendo del método de diagnéstico y la procedencia de las muestras. Generalmente es
mas frecuente en zonas rurales donde los perros tienen mas acceso a los tejidos
contaminados (Escalona et al., 2013). En Sudamérica algunos trabajos epidemioldgicos han

reportado su presencia (Dubey et al., 2017).

En el Ecuador hay un reporte de un estudio realizado en el Canton Cayambe, provincia de
Pichincha, donde de una muestra de 40 perros se obtuvo 26 positivos, una prevalencia de
65%, mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) (Ofia, 2015). Sin embargo, este reporte
constituye un hallazgo llamativo ya que la seroprevalencia del ganado bovino determinada en
ese mismo estudio dista considerablemente de lo hasta ahora reportado en Ecuador
(Changoluisa et al., 2019; Maldonado et al., 2020). También se han realizado trabajos para
identificar material genético del parasito en sangre y heces, con una prevalencia del 5y 0%
respectivamente. No obstante, por las caracteristicas de la infeccidén en esta especie, donde
la parasitemia es momentanea no tiene un periodo definido, y ademas considerando que la
eliminacién de ooquistes en heces es un hallazgo muy poco reportado, se considera que estos
trabajos por su naturaleza y técnica empleada no reflejarian la real presencia de la

enfermedad en nuestro pais (Barbecho, 2018; Abril y Siglienza, 2019).

En el pais vecino Perd, si existen estudios seroldgicos realizados en caninos pastores de las
fincas ganaderas, mostrando una prevalencia del 14.75% en el departamento de Puno con 18
casos positivos de 122 muestras de suero sanguineo (Vega et al., 2010), en el Valle de Lima
el 32.7% (Del Campo et al., 2003) en la provincia de Chachapoyas 28.9% (Horna et al., 2003),
En el Valle de Mantaro 19.4%, (Cornejo et al. 2004).

2.2.3 Factores de riesgo

Se considera que la enfermedad en caninos depende o esta asociada a distintos factores. Se
ha observado que la prevalencia se incrementa con la edad, lo que sugiere que la mayor

transmision ocurre en la etapa posnatal. Se ha reportado una mayor prevalencia en las
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hembras, se considera que durante la gestacion la recrudescencia de una infeccién aumente
los niveles detectables de anticuerpos y esto cause un sesgo, ya que posiblemente los
machos infectados mantengan bajos niveles de anticuerpos y no sean detectados en pruebas
serolégicas (Dubey et al., 2017). Algunos trabajos han reportado que la seroprevalencia puede
verse influenciada por la raza, los perros cruzados son mas susceptibles, mientras que otros
trabajos reportan mas susceptibilidad en ciertas razas puras como el Husky y el Boxer. Sin
embargo, estos datos no han sido claramente explicados (Kubota et al., 2008; Cringoli et al.,
2002). La presencia del hospedador intermediario se considera un importante factor de riesgo,
trabajos con muestras procedentes de areas urbanas y rurales han mostrado una mayor
seroprevalencia en perros del entorno rural donde hay mayor presencia de distintos
hospedadores intermediarios, pero especialmente de ganado bovino (Cunha et al., 2008;
Antony & Williamson, 2003; Dubey et al., 2017).

2.2.4 Patogenia

La patogenia depende por un lado de la capacidad del parasito para adherirse penetrar y
multiplicarse en el interior de las células del huésped, y por otro de la capacidad del sistema
inmune del huésped para impedir la proliferacion del parasito. (Silva y Machado, 2016). Los
taquizoitos se multiplican por endodiogenia, pudiendo alcanzar hasta 100 estructuras. La
acumulacién de taquizoitos destruye la célula liberdndolos para invadir otros tejidos. Esta
exponencial multiplicacion  generalmente producen signos neuromusculares, por la
destruccién de células neurales que altera la conductibilidad del impulso nervioso (Ravelo,
2009). Después de la ingestion de quistes tisulares se observa una fase prepatente de 5 a 8
dias.(Silva y Machado, 2016).

Aln no son conocidos todos los detalles del proceso de infeccion, sin embargo, se han
descrito con detalle las lesiones asociadas a la presencia del parasito, especialmente en los
tejidos del SNC (Barber et al., 1996).

Generalmente la enfermedad tiene un curso asintomatico, por lo que se considera que la
forma clinica es rara. Cuando hay neosporosis clinica esta puede tener diferentes grados de
severidad, dependiente de la susceptibilidad del huésped y especialmente de la cepa y su
virulencia. Se presenta comiunmente en perros muy jévenes, muy viejos o inmunosuprimidos.
La terapia corticosteroide puede exacerbar la enfermedad. Se ha documentado en un caso
de dermatitis piogranulomatosa y en un caso de peritonitis séptica (Dubey et al., 1995;
Holmberg et al., 2006; Dubey et al., 2017).

Se han reportado diferentes formas clinicas de neosporosis canina; En infecciones congénitas

los cachorros presentan sintomas severos de paresis y pardlisis rigida de los miembros
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pélvicos, es frecuente observar atrofia muscular. Generalmente los sintomas aparecen en las
primeras semanas de vida. La mayoria de casos se presentan en cachorros hasta los dos
meses de edad. El parasito tiene tropismo por los nervios lumbo-sacro espinales.
Ocasionalmente también se puede observar poliradiculoneuritis, polimiositis y también,

meningoencefalitis (Dubey et al., 2017).

En los perros adultos se presenta como una amplia gama de sintomas, donde la
paraparesia y convulsiones asociadas a meningoencefalitis son comunes, asi también
comportamiento anormal y disfuncion vestibular. Se puede observar miositis con dificultades
manifiestas en la marcha. Se han podido encontrar lesiones, en higado, corazén, ojos y

pulmones (Dubey et al., 2017).

Se han observado casos donde la diseminacion del parasito es sistémica presentando
lesiones en diversos O0rganos no nerviosos, por ejemplo, casos severos de enfermedad
cutanea, peritonitis difusa, neumonitis severa (Dubey et al., 1995; Greig et al., 1995; Holmberg
et al., 2006; Dubey et al., 2017).

2.2.5 Sintomatologia

La neosporosis canina presenta su sintomatologia, entre la segunda y 20 semanas de edad y
también se ha reportado en perros viejos hasta de 15 afios de edad (Barber et al., 1996; Dubey
et al., 1988). En casos graves se manifiestan en cachorros infectados congénitamente, la cual
presentan paresia, seguida de paralisis en los miembros posteriores y los miembros anteriores
encontrando generalmente hiperextension rigida. En cuanto a su signos neurolégicos se vera
afectado dependiendo del lugar presentando disfagia, paralisis mandibular, flacidez muscular,

atrofia muscular (Ravelo, 2009).

2.2.6 Tratamiento y control

Los tratamientos no eliminan la infeccion, el uso de clindamicina, sulfadiazina y pirimetamina
han sido hasta el momento una de las opciones para su mejoria clinica contra la neosporosis,
como también la administracion de inmunosupresores como glucocorticoides pueden

exacerbar la enfermedad (Dubey, 2017; Dubey y Lappin, 2008).

Los perros son hospedadores definitivos del parasito, pero pueden actuar también como
hospedadores intermediarios, esto sucede al ingerir membranas placentarias infectadas de
N. Caninum, por lo tanto se debe emplear estrategias sanitarias para evitar que los perros

ingieran membras fetales o terneros abortados (Dubey, 2003)
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2.2.7 Métodos de diagndstico.

El primer estudio para la identificacion de Neospora caninum fue la inmunofluorescencia
indirecta (Dubey et al., 1988), Entre los métodos mejor empleados para la deteccion de
neosporosis es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ELISA, debido a su alta
sensibilidad es un método muy utilizado (Sinnott, 2020). El Kit de ELISA cuenta con una
sensibilidad optimizada, obteniendo una alta especificidad aplicable a multiples especies

incluyendo bovinos y perros.

Kit de ELISA ID Screen® Neospora caninum Competition, de la empresa IDvet, 310 rue Luis
Pasteur 34790 Grabels, Francia.

Méétodo: ELISA competitivo, Especias: Rumiantes, perros y otras especies susceptibles,
Muestras: Suero o plasma, Antiigeno recubierto: extracto purificado de Neospora caninum,

Conjugado: Anti-N. Caninum- HRP (concentrado 10X) (innovative diagnostics)
2.3 Neosporosis bovina.

2.3.1 Descripcion y Caracteristicas de la enfermedad.

El ganado bovino es el principal hospedador intermediario de N. caninum. Se considera que
la neosporosis bovina es la principal causa de aborto en esta especie, generando importantes

pérdidas al sector ganadero a nivel mundial (Trees et al., 1999; Dubey et al., 2017).

La Neosporosis bovina es una enfermedad de gran importancia mundial, la carga econémica
anual de la enfermedad se estima en $1.1 millones de granjas de carne en Nueva Zelanda y
US$ 546.3 millones en el ganado lechero de EE.UU (Abdelbarkya et al., 2020).

2.3.2 Prevalencia

En nuestro pais, se han realizado trabajos que han establecido una prevalencia variable, en
uno de los ultimos trabajos realizados en una muestra de 841 animales en 5 hatos lecheros
representativos de la sierra sur del Ecuador se obtuvo una prevalencia del 23.4%, ademas se
demostré una relacion directa entre la presencia de anticuerpos contra N. caninum y el aborto,
asi también se determiné la presencia de material genético del parasito y lesiones compatibles
en fetos de matadero en la zona de influencia del estudio (Maldonado et al., 2020). En otros
trabajos se ha obtenido resultados con prevalencias mucho mas altas, 43.5% (Bernardi y
Cueva, 2015), 44,39% (Pastaza, 2019), 67% (Yucaza, 2015), y 90% (Azanza et al., 2021).

A nivel regional la prevalencia es también variable segun factores como la edad, raza, region
geografica y método de diagnostico, por ejemplo, en Brasil se ha determinado una prevalencia

de 53.5% en ganado lechero (Benetti et al., 2009) y 29.9% en ganado de carne (Ragozo et
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al., 2003). En Argentina 34.1% en ganado lechero (Venturini et al., 1995) y 18.9% en ganado
de carne (Moore et al., 2005). En Colombia 21.2% en ganado lechero (Garcia et al., 2014) y
64% en ganado lechero con historial de aborto (Pulido et al., 2016). Estos datos muestran la

importante distribucién de la enfermedad en el ganado bovino de la region.

2.3.3 Patogenia

En el ganado bovino la principal manifestacion de la enfermedad es el aborto. El aborto se
produce principalmente entre 5to y 6to mes de gestacién. Ocurre de dos maneras ya sea por
la recrudescencia de una infeccion congénita de la madre durante la gestacién, o por una
primo infeccién durante la gestacion por el consumo de alimento o agua de bebida
contaminada con ooquistes. En el primer caso se considera que los abortos son esporadicos
y no se concentran en un periodo de tiempo determinado, aborto endémico. En el segundo
caso suelen darse varios abortos en un periodo de tiempo alrededor de 60 dias, a este tipo

de aborto se lo considera enzodtico (tormenta de abortos) (Bartels et al., 2007).

Ya sea por la ingestion de ooquistes en una primo infeccién durante la gestaciéon o por la
recrudescencia de una infeccién crdnica, el parasito alcanza los tejidos uterinos luego de una
parasitemia en la madre. Luego alcanzaria la interface materno-fetal y llegaria al feto. El
desenlace de la infeccion depende de varios factores como: el periodo de gestacién donde
ocurra, la respuesta inmunitaria materna y fetal, y la virulencia de la cepa del parasito
(Davison, 1999).

El ternero nace inmunocompetente gracias al desarrollo del sistema inmunitario durante la
gestacion, este desarrollo es directamente proporcional a la edad fetal. El feto bovino es
extremadamente vulnerable en el primer tercio de gestacion porque aun no tiene
desarrollados sus 6rganos linfoides (timo, bazo, ganglios linfaticos). Por tanto, la infeccién por
N. caninum durante ese periodo es generalmente letal, si consideramos lo temprano de este
periodo posiblemente la muerte fetal en este periodo pueda pasar desapercibida. En el
segundo tercio de gestacién, las respuestas inmunitarias fetales aln no son sdélidas y
posiblemente insuficientes para protegerlo, por tanto, en ese periodo es donde se producen
la mayoria de abortos y momificacion fetal (5-6 meses de gestacion). En el tercer trimestre la
inmunidad fetal puede montar respuestas protectoras y evitar el aborto, sin embargo, no son

suficientes como para evitar la transmision congénita (Buxton et al., 2002; Dubey et al., 2017).

La inmunidad materna también sufre cambios durante la gestacién, generalmente es mas
fuerte y eficaz durante el primer trimestre de gestacién, y luego declina su actividad en el

segundo tercio, si consideramos también la falta de madurez inmunitaria del feto en ese mismo
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periodo, se entiende porque es mas probable que suceda el aborto en esa etapa gestacional
(Buxton et al., 2002).

Especificamente la actividad inmunitaria se refleja en la expresion de citoquinas en la interface
materno-fetal. La placenta de los rumiantes se comunica a través de al menos 100 puntos de
unién llamados placentomas, lugares de comunicacién iterdigitante entre los tabiques
carunculares del Gtero y las vellosidades cotiledonarias. Alli existe un delicado equilibrio entre
citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 el TGF-, mayoritarias durante la gestacion, y las
inflamatorias como el TNF-qa, IL-2, IL-12 y IFN-Y’, que tienen expresion reducida durante la
prefiez. Estos niveles permiten mantener la gestacion evitando el rechazo de los tejidos
fetales. A su vez permiten la nutricion y desarrollo fetal, no obstante, esta modulacion
inmunitaria también brinda un ambiente propicio para la infeccion por N. caninum, de esta
forma ser parte de la génesis del aborto o la infeccién congénita (Buxton et al., 2002; Dubey
et al., 2006; Dubey et al., 2017).

Cuando N. caninum alcanza el torrente sanguineo, parasitemia, infecta las células maternas,
especialmente los tejidos uterinos, para mas adelante diseminarse a la interface materno-
fetal, alli se desencadenan procesos inflamatorios en el alanto corion de la region
itercotiledonaria, el dafo en los tejidos responde tanto a la accion del parasito como a la
reaccion inmunitaria, sin embargo, el grado de participacion de estos dos factores alin no es
claro. Por tanto, la infeccion fetal y el dafio de sus tejidos es dependiente en primero lugar de
la reaccidn inmune maternal durante la parasitemia, y en segundo lugar de los cambios

inflamatorios que sufre la placenta (Buxton et al., 2002; Dubey et al., 2017).

N. caninum tiene tropismo por el SNC del feto. En el feto joven se puede ver una amplia
diseminacion del parasito en el neuropilo con muy escasa reaccién inflamatoria (letal para el
feto). EI feto de mayor edad generalmente muestra una proliferacién parasitaria mas
restringida, con inflamacion severa reducida a focos con una actividad celular intensa, donde
participan células gliales, astrocitos activados, células linfoides y monocitos, que pueden
derivar en focos de necrosis, ademas pude observarse una ligera meningitis (en estas
condiciones la infeccion del feto no siempre es letal). A mas del SNC se pueden observar
reacciones inflamatorias de tipo linfoide en otros tejidos como: corazén, masculo esquelético,

higado y pulmén (Buxton et al., 2002).

2.3.4 Sintomatologia

La enfermedad se manifiesta principalmente con aborto en el segundo tercio de gestacién. Es
muy rara la infeccidn clinica en terneros recién nacidos, suele manifestarse con problemas

neuromusculares que derivan en parésia, terneros débiles y prematuros. Sin embargo, en un
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alto porcentaje los terneros nacen clinicamente sanos, pero congénitamente infectados
(Dubey et al., 2017).

2.3.5 Tratamiento y control

Estudios demuestran que existe sensibilidad in vitro de N caninum a ciertos antimicrobianos,
dentro de estas se encuentra la clindamicina, diclazuril, robenidina y pyrimethamina (Moore
et al., 2005). En bovinos aun no ha sido estudiada su eficacia. Actualmente no existe método
reconocido como control de la enfermedad, sin embargo, se han realizado practicas de
manejo reproductivo, donde, las novillas y vacas positivas son servidas con semen de otra
raza, las crias resultantes no se mantienen en el hato, con esta practica se ha logrado una
disminucién considerable en la prevalencia de la enfermedad (Lagomarsino et al., 2019). Por
otro lado, medidas de bioseguridad como una destruccion efectiva de fetos abortados,
placentas y cadaveres. Asi se reduce el contacto de los hospedadores definitivos con tejidos
infectados (Dubey et al., 2017). (Cajamarca y Reyes, 2012).
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3. Materiales y métodos
3.1 Materiales
3.1.1 Materiales fisicos

e Jeringuillas de 3ml 21Gx1 pulgada
e Tubos para coleccion de sangre

e Microcentrifuga

e Torniguetes

e Bozales para perros
3.1.2 Materiales hioldgicos

e Muestras de sangre

¢ Animales de estudio (perros)

e Kit de ELISA ID Screen® Neospora caninum Competition, de la empresa
IDvet, 310 rue Luis Pasteur 34790 Grabels, Francia.

3.1.3 Materiales quimicos
¢ Alcohol antiséptico
3.2 Métodos
3.2.1 Ubicacion politica-geografica

El presente estudio se realizd en la provincia del Azuay que esta ubicada a 2560 m.s.n.m, con
una temperatura de 12° C a 25° C y una humedad relativa del 78%. La provincia del Cafar
ubicada a 3161 m.s.n.m, con una temperatura de 11.8°C, humedad relativa 63%. La provincia
de Santo Domingo de los Tsé&chilas ubicada a 133km de la capital del pais con una altitud de
655 m.s.n.my con temperatura media de 22.9°C y una humedad relativa del 85% y la provincia
de Manabi con una altitud de 321 m.s.n.m. (INEC, 2016)
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Figura 1. Ubicacion del Area de Estudio (Azuay, Cafiar, Manabi Santo Domingo)
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3.2.2 Disefio del trabajo

El presente trabajo es de corte transversal, bajo un modelo de muestreo no
probabilistico a conveniencia de tipo exploratorio. Se evalué 124 muestras de suero
sanguineo de perros que viven en ganaderias de leche y carne ubicadas en las
provincias de Azuay, Cafiar, Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas. Este nimero
muestral corresponde al valor estimado por el programa Epilnfo™ version 7.2.2.6,

2018. Usando la herramienta StatCalc para estudios de poblacién.

3.2.3 Tamafo de la muestra

Para el estudio se evaluaron 124 muestras, las muestras que se distribuyeron en dos clusteres
de 62 animales en la zona de la costa y 62 animales en la sierra. En la zona costanera se
tomaron muestras de perros que viven en granjas de bovinos de carne y leche, mientras que

en la sierra se tomaron de perros que viven en granjas de produccién lechera.

3.2.4 Actividades

Levantamiento de datos: (Ver Anexo A)
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Procedencia de las muestras (Se identificé en los viales y en las hojas de registro de
campo si la muestra proviene de la costa o la sierra). Ademas, se tomoé la
georreferenciacion. (Latitud y longitud)

b. Tipo de ganaderia (Se identificd en los viales y en las hojas de registro de campo si
la muestra proviene de una granja de produccion de carne o leche)

c. Numero de animales en la granja (bovinos) determinando el tamafio del hato en
pequefios <100 animales y grandes >100 animales.

d. El sexo de los perros (hembras o machos) registro al momento del muestreo.

e. Laedad de los perros se establecié cachorros (menores de un afio) y adultos (un afio

0 mas).
3.2.5 Toma de muestra

Para la recoleccién de muestras en algunos casos se utilizé bozal, como también la ayuda de
los propietarios para poder sujetarlos con el propdsito de no correr riesgos en caso de

agresividad de los animales (Anexo B y C).

Las muestras de sangre entera se tomaron de las venas cefélica, con jeringuillas hipodérmicas
de 3 ml, provistas de agujas 21Gx1 pulgada. Previo una desinfeccion con alcohol antiséptico.
Se tomo 1 cc de sangre colocado en 1 tubo sin anticoagulante de 1 ml (MiniCollect®). Los
tubos identificados se dejaron en reposo en refrigeracion durante 12 horas. Luego de la
retraccion del codgulo se separ6 el suero colocandolo en un tubo de microcentrifuga de 0,5

mly fue conservado a -20°C hasta el analisis de laboratorio (Anexo D).

3.2.6 Georreferencia

Para la Georreferencia utilizamos la aplicacion Locus Map con estos puntos de referencia
localizamos las diferentes granjas de donde proceden las muestras y asi ubicar los casos

positivos y negativos de este estudio (Anexo Ey F).

3.2.7 Andlisis de laboratorio

Las muestras se analizaron mediante ensayo inmuno-enzimatico de ELISA competitivo,
donde se determind la presencia de anticuerpos especificos contra N. caninum. Se utilizé un
kit de diagnostico comercial, ID Screen® Neospora caninum Competition, de la empresa
IDvet, 310 rue Luis Pasteur 34790 Grabels, Francia. El punto de corte para la prueba se basé
en el célculo del porcentaje de competicion (S/N%), que se calcula usando la siguiente
formula: S/IN%= [densidad Optica (DO) de la muestra / DO del control negativo] x 100. Los

valores de S/N% iguales o menores a 50% se consideran positivos.
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3.2.8 Andlisis estadistico

Se realizaron cuadros de frecuencias considerando las variables, procedencia de las
muestras, tamafio y tipo de granja ganadera, edad y sexo de los perros, para determinar la

frecuencia de anticuerpos.

Se us6 un analisis bivariante por medio del estadistico Chi cuadrado para establecer el
impacto de las variables sobre la frecuencia de anticuerpos contra N. caninum en suero
sanguineo de perros. Se midi6 la fuerza de asociacion entre las variables, intervalos de

confianza y significacion estadistica.
3.2.9 Area de estudio

Las muestras de sangre fueron tomadas de perros hembras, machos, cachorros y adultos que
viven con bovinos de la costa y sierra del Ecuador, en las provincias de Manabi, Santo

Domingo de Los Tsachilas y Azuay y Cafar respectivamente,
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4. Resultados

Los resultados se expresan mediante medidas de frecuencia absoluta y porcentual, para la
asociacion entre variables se utilizd el estadistico chi cuadrado. El procesamiento de
informacion se lo realizé en el programa estadistico SPSS V27 con una significancia
estadistica del 5% (p<0.05).

En este estudio se integraron 124 canes que habitan con ganado, fueron en total 62 de la
region sierra y 62 pertenecientes a la regién costa. En el primer gréfico (figura 2) se puede
establecer la distribucion de la muestra en que la mayoria de ellos fueron machos adultos y

vivian en un hato pequefio, un 79.8% provienen de haciendas lecheras.

Tabla 1. Caracteristicas Generales de los Perros

Caracteristicas generales

Caracteristicas n %
Sexo Macho 85 68,5
Hembra 39 315
Edad Cachorro 26 21,0
Adulto 98 79,0
Region Sierra 62 50,0
Costa 62 50,0
Tamano del hato Pequerio 81 65,3
Grande 43 34,7
Tipo de explotacion Leche 99 79,8
Carne 25 20,2

Al evaluar la presencia de los anticuerpos especificos contra N. caninum, se encontraron

resultados positivos en el 18.5% de las muestras sanguineas de perros.

Tabla 2. Frecuencia de Anticuerpos N. caninum

Frecuencia de anticuerpos
Frecuencia Porcentaje
Negativo 101 81,5
Positivo 23 18,5
Total 124 100,0
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Figura 3. Anticuerpos Segun Provincia
Figura 2. Anticuerpos Segun Region
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El 30.6% de perros de la regién sierra presentaron positividad a los anticuerpos, frente al 6.5%
de la region costa, en referencia a la provincia de procedencia de las muestras, los perros del
Azuay presentaron mayor positividad con una frecuencia del 32.3%, mientras que Manabi fue
la provincia con menor frecuencia (3%) por otra parte se identific6 que la prevalencia de
anticuerpos especificos contra N. caninum fue del 19.8% en perros de hatos pequefios, asi
como el 16.3% de perros de hatos grandes. Ademas, el 22.2% de perros pertenecientes a las
ganaderias de explotacion de leche presentaron anticuerpos. Detalles en las figuras 2, 3,4y
5.

Figura 4. Anticuerpos Segun Tamafo del Figura 5. Anticuerpos Segun Tipo de hato
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Figura 6. Anticuerpos Segun el Sexo
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Figura 7. Anticuerpos Segun la Edad
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La region, provincia y el tipo de explotaciébn ganadera representan factores asociados a la

presencia de anticuerpos especificos contra N. caninum; en la region sierra se encontré una

frecuencia superior (P: <0.05) asi como la provincia del Azuay (P: <0.05) y los perros de

explotaciones lecheras (p: <0.05). El tamafio del hato ganadero no se relaciond con la

presencia de anticuerpos especificos contra N.caninum. Detalles en la tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos Especificos Contra N. Caninum Con Respecto A La Region

Geografica, Tamafio Y Tipo Del Hato Ganadero

Caracteristicas Negativo Positivo X2 (p)
n % n %
Regién Sierra 43 69,4 19 30,6 12,010 (0,001%)
Costa 58 93,5 4 6,5
Provincia Azuay 21 67.7 10 32.3 12,664 (0.005%)
Canar 22 71.0 29.0
Santo 26 89.7 3 10.3
Domingo
Manabi 32 97.0 1 3.0
Tamafio del | Pequefio 65 80,2 16 19,8 0,224 (0,636)
hato Grande 36 83,7 7 16,3
Tipo de Leche 77 77,8 22 22,2 4,387 (0,036%)
explotacion | Carne 24 96,0 1 4,0

Nota: *Relacioén significativa (p<0.05)
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La frecuencia de anticuerpos especificos contra N. caninum en los machos fue de 22.4% vy en
las hembras 10.3%, mientras que en los cachorros fue del 7.7% y en los perros adultos del
21.4% Ver figuras 6 y 7.

Por otra parte, no se encontré una asociacion entre el sexo de los perros y su edad con el
resultado positivo de anticuerpos especificos contra N. caninum, en total la frecuencia
encontrada fue del 22.4% machos, 10.3% en hembras, 7.7% en cachorros y 21.4% en adultos,
a pesar de que la proporcion de adultos con anticuerpos especificos contra N. caninum fue

superior. Ver tabla 4

Tabla 4. Anticuerpos Especificos Contra N. caninum, Edad y Sexo

Negativo Positivo X? (p)
n % n %
Sexo Macho 66 77,6 19 22,4 2,589 (0,108)
Hembra 35 89,7 4 10,3
Edad Cachorro 24 92,3 2 7,7 2,566 (0,109)
Adulto 77 78,6 21 21,4

Nota: *Relacién significativa (p<0.05)

Figura 8. Georreferenciacion de las Muestras
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Mapa del Ecuador, georreferencia de los lugares de toma de muestras en las provincias
Azuay, Cafiar, Santo Domingo y Manabi respectivamente (Anexo E y F).

Fuente: Centro de asistencia en linea por el programa Google Earth pro.
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5. Discusion

En el estudio se determiné una frecuencia del 18.5% de casos positivos, resultado diferente
a la investigacion realizada por Yucasa, en el 2015, donde se obtuvo una prevalencia del 60%
mediante IFI en 40 perros de granjas lecheras, Esta diferencia podria deberse o estar
asociada a la alta frecuencia de los hatos bovinos estudiados, donde hay una mayor
probabilidad de infeccion para los perros. En el presente estudio consideramos como factor
de riesgo el tipo de hato ganadero (lechero) para la infeccion de perros, no obtuvimos la
frecuencia en bovinos, sin embargo, considerando que la frecuencia en ganado bovino es
variable, y asi mismo seria variable la frecuencia de perros infectados (Dubey et al., 2017).
Por otro lado varios trabajos han determinado una mayor sensibilidad diagnostica para el
ensayo de ELISA en relacion a la IFI para la determinacion de anticuerpos de N. caninum,
esto es llamativo ya que en nuestro trabajo usamos un test de ELISA y obtuvimos una
frecuencia menor (Ghalmi et al.,2014). Asi mismo esa gran diferencia en la frecuencia se
puede deber al tamafio, heterogeneidad, distribucion geogréfica de la muestra (Dubey et al.,
2017). Los estudios que mencionamos a continuacion muestran una frecuencia variable, y en
algunos casos, cercana a lo que se obtuvo en este trabajo (18.5%) por lo que frecuencias
mayores serian excepcionales y bajo condiciones de alta frecuencia en los bovinos o a brotes

enzodticos de aborto (Dubey et al., 2017).

En un estudio realizado en Chile estudiaron 201 perros para determinar la presencia de
anticuerpos séricos se presentd la cantidad de positivos entre la poblacién canina rural 26%
(21/81) (Patitucci et al. 2001) Vega en una investigacion realizada en la sierra sur del Peru
indica una prevalencia de anticuerpos contra Neospora caninum del 14.75%, estudio realizado
con 122 perros pastores de estas granjas ganaderas, mediante pruebas de ELISA, obteniendo
18 casos positivos (Vega et al, 2010), investigaciones muy parecidas a la presente con una
frecuencia del 18.5% con 23 casos positivos en un total de 124 muestras. En Brasil, se
encontré una prevalencia del 9.7% en perros de areas rurales mediante la técnica de ELISA
(Lépez et al., 2017). En Argentina, se reportd una seroprevalencia del 21.3% en perros de

areas rurales mediante la técnica de IFI (Canavate et al., 2014).

En el pais se han realizado trabajos para identificar material genético del parasito en sangre
y heces de perros, con una prevalencia de 5y 0% respectivamente (Barbecho, 2018; Abril y
Siglienza, 2019). Sin embargo, debido a las caracteristicas de la infeccion en esta especie,
donde la parasitemia es momentanea y no tiene un periodo definido, y considerando que la
eliminacién de ooquistes en heces es un hallazgo poco reportado, estos trabajos podrian no

reflejar la real presencia de la enfermedad en el pais. Hay que destacar que las pruebas de
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PCR son muy sensibles, pero, por lo antes comentado, no serian indicadas para reflejar la

real circulacion del parasito en la poblacion de perros.

En cuanto a las diferencias en la frecuencia con relacién al tipo de explotacion, hubo méas
perros positivos en las granjas lecheras, posiblemente debido a que en las granjas lecheras
los animales portadores del parasito estan sometidos a ciclos productivos mas largos que en
los hatos de carne, para tener como resultado un mayor nimero de lactancias y por ende
podrian tener mas eventos de aborto y falla reproductiva o de partos normales con tejidos
contaminados (Bergeron et al., 2001, Dubey et al., 2017) También se pudo observar que no
hubo diferencia en la frecuencia con relacion a la edad, sexo de los perros, ni al tamafio del
hato. Algunos estudios reportan mayores prevalencias conforme avanza la edad de los perros,
sugiriendo que la mayor ruta de trasmisién es esta especie es la posnatal, sin embargo, se ha
visto que no todos los perros que se infectan por el consumo de tejidos contaminados
seroconvierten, por lo que aln no esta tan claro el papel del perro como diseminador de la
enfermedad a partir del consumo de quistes tisulares. En su estudio Dubey y colaboradores
en el 2017 reportaron una mayor prevalencia en hembras, esto posiblemente debido a la
recrudescencia de infecciones en perras prefiadas, sin embargo, esto no ha sido probado
(Dubey et al., 2017).

El tamafio del hato no influy6d en la frecuencia de la enfermedad, pero si hubo una diferencia
considerable en la regién geogréfica, que a su vez esta relacionada con el tipo de explotacion,
ya que la ganaderia lechera esta mas extendida en la sierra del Ecuador, Es posible que esta
mayor prevalencia en la sierra esté relacionada con factores climéaticos como la temperatura
y humedad que pueden influir en la sobrevida de ooquistes en el ambiente y la viabilidad del

pardsito en los quistes tisulares (Dubey et al., 2017).

Nuestros resultados indican que hay una importante circulacion del parasito en perros que
habitan en predios ganaderos, especialmente en la sierra ecuatoriana. Estos datos son un
aporte para visibilizar el impacto que podria tener el perro doméstico en la diseminacién de la

enfermedad en las ganaderias de nuestro pais.
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Conclusiones

e En el Ecuador hay una importante circulacion de N. caninum en perros, esta
investigacion confirma una mayor presencia del parasito en granjas de la sierra que

de la costa ecuatoriana.

e Existe mayor cantidad de casos positivos para anticuerpos anti-N. caninum en perros
gue viven en ganaderias lecheras que en las de carne e independientemente de la

edad, el sexo y el tamafio del establecimiento.

¢ Debido a esta circulacion del parasito en el hospedador definitivo (ganado bovino), es
importante mejorar las practicas ganaderas en la disposicion de cadaveres, fetos

abortados y placentas.
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Recomendaciones

¢ Esimportante tener un control en las granjas y capacitacion para los ganaderos, donde
se pueda fortalecer las normas y medidas de bioseguridad para evitar que los perros
consuman tejidos contaminados con parasitos de esta manera reducir el riesgo de
transmision horizontal, fortaleciendo la eliminacion de desechos contagiosos.

e Se recomienda establecer programas de control a través del diagnostico de la
enfermedad en ganado bovino y perros, pudiendo evitar reproducirse animales
afectados clinicamente para reducir la transmision congénita.

e En las granjas ganaderas hay alta presencia de perros, se debe mantener controlada
la poblacion canina por medio de infraestructura adecuada, protocolos sanitarios que
reduzcan el nimero de perros en las granjas y los alrededores de los establecimientos.

e Tomando en cuenta las frecuencias del estudio, se podrian realizar futuras
investigaciones en la sierra donde hubo una alta frecuencia de anticuerpos anti-N
caninum para fortalecer con mayor informacion sobre el sector ganadero lechero de la
sierra ecuatoriana.

¢ Al momento de realizar la recoleccion de muestras se debe emplear correctamente
métodos de sujecion que faciliten y garanticen tanto el bienestar animal, como la

seguridad e integridad de los investigadores y propietarios
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Anexos

Anexo A. Hoja de registro para el levantamiento de datos.

Anexo B. Levantamiento de datos de las provincias Santo Domingo, Manabi, Azuay y

Cainiar.
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Anexo E. Tubos rotulados para transporte
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Fuente: Centro de asistencia en linea por el programa Google Earth pro.

Anexo F. Georreferencia de las muestras en las provincias de Santo Domingo y Manabi
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SIMBOLOGIA
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Fuente: Centro de asistencia en linea por el programa Google Earth pro.

Anexo G. Georeferencia de las muestras en las provincias de Azuay Y Cafiar
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# MUESTRA|  SEXO EDAD REGION PROVINCIA TAMARNO DEL HATO | TIPO DE EXPLOTACION HACIENDAS CORDENADAS SECTOR RESULTADOS
Al MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERIO LECHE SERRANO 02" 56.099' (079" 07.282" CAIAS POSITIVO
A2 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERIO LECHE SUSTAG 02" 55.834' 079" 07.760" CAIAS NEGATIVOD
AB MACHO CACHORRO SIERRA AZUAY PEQUERID LECHE SUSTAG 02" 55.834' 079" 07.760" CAIAS NEGATIVOD
A7 HEMERA CACHORRO SIERRA AZUARY PEQUERO LECHE ARGENTINA 02" 56.336' 079" 08.594" CAIAS NEGATIVO
AB MACHO ADULTO SIERRA AZUARY PEQUERO LECHE ARGENTINA 02" 56.336' 079" 08.594" CAIAS NEGATIVO
A9 HEMERA ADULTO SIERRA AZUARY PEQUERO LECHE SANTA LUCRECIA _ |03*01.725' |079" 02.464' TARQUI NEGATIVO
AlD HEMERA ADULTO SIERRA AZUARY PEQUERO LECHE SANTA LUCRECIA _ |03*01.725' |079" 02.464' TARQUI NEGATIVO
A1l HEMERA CACHORRO SIERRA AZUARY PEQUERO LECHE SANTA LUCRECIA _ |03*01.725' |079" 02.464' TARQUI NEGATIVO
AlS MACHO ADULTO SIERRA AZUARY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03* 05.315' | 079" 03.582" TARQUI NEGATIVO
A7 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03* 05.315' | 079° 03.582" TARQUI POSITIVO
A20 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03° 05.315' | 079° 03.582" TARQUI POSITIVO
A MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03° 05.315' | 079° 03.582" TARQUI POSITIVO
A2 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03° 05.315' | 079° 03.582" TARQUI NEGATIVO
A3 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03° 05.315' | 079° 03.582" TARQUI NEGATIVO
A4 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE COLEGIO LOS ALAMOS | 03° 05.315' | 079° 03.582" TARQUI POSITIVO
AZS MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERID LECHE LOS ALAMOS 037 04.448' |079° 04,432 TARQUI NEGATIVO
AZ6 HEMERA CACHORRO SIERRA AZUAY PEQUERIO LECHE LOS ALAMOS 03° 04.448' | 079° 04.432' TARQUI POSITIVO
A7 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02° 37.882' | 078" 36.128' PAHUANCAY POSITIVO
A28 HEMERA ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02° 37.882' | 078" 36.128' PAHUANCAY POSITIVO
A9 HEMERA ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02° 37.882' | 078" 36.128' PAHUANCAY NEGATIVO
A30 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02° 37.882' | 078" 36.128' PAHUANCAY NEGATIVO
A3l HEMERA ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02° 37.882' | 078" 36.128' PAHUANCAY NEGATIVO
A32 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02* 37.882' | 078* 36.128' PAHUANCAY NEGATIVOD
A33 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02* 37.882' | 078* 36.128' PAHUANCAY NEGATIVOD
A34 MACHO CACHORRO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02* 37.882' | 078* 36.128' PAHUANCAY NEGATIVOD
A35 HEMERA ADULTO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02* 37.882' | 078* 36.128' PAHUANCAY NEGATIVOD
A36 MACHO CACHORRO SIERRA AZUAY GRANDE LECHE SAN ANGEL 02* 37.882' | 078* 36.128"' PAHUANCAY NEGATIVO
A37 MACHO CACHORRO SIERRA AZUAY PEQUENO LECHE GEMARO CALLE 02" 54.240' (078° 53.299' JADAN MEGATIVO
A38 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERIO LECHE GENARO CALLE 02" 54.240' (078° 53.299' JADAN POSITIVO
A39 MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERID LECHE GENARD CALLE 02° 54 240' | 078° 53.299' JADAN POSITIVO
AdD MACHO ADULTO SIERRA AZUAY PEQUERID LECHE GENARO CALLE 02" 54.240' (078° 53.299' JADAN NEGATIVO
Cl MACHO CACHORRO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE CHANIN 02° 42.101' | 078" 47.813" TADAY MEGATIVO
2 HEMERA CACHORRO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE CHANIN 02° 42.101' | 078" 47.813" TADAY NEGATIVO
c3 MACHO CACHORRO SIERRA CANAR PEQUEND LECHE CHAMIN 02° 42.101' |078° 47.813" TADAY POSITIVO
4 MACHO ADULTO SIERRA CARAR pEQUERID LECHE CHANIN 02° 42.101' | 078" 47.813" TADAY POSITIVO
L] MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE LA RAMADA 02° 42.068' |078° 47.721' TADAY POSITIVO
6 MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE LA RAMADA 02° 42.068' | 078" 47.721' TADAY POSITIVO
7 MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE CAJILEMA 02° 38.472' |078° 41.409' TADAY NEGATIVOD
ca HEMBRA ADULTO SIERRA CARAR PEQUERID LECHE LA DOLOROSA 02* 43 433' | 078° 55.677" DELEG MNEGATIVOD
o] MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE RAMON 02° 43.956' | 078" 55.634" DELEG NEGATIVO
Cc10 HEMERA ADULTO SIERRA CARAR PEQUENO LECHE RAMON 02° 43.956' | 078" 55.634" DELEG MEGATIVO
€11 HEMERA ADULTO SIERRA cARAR PEQUERIO LECHE NAPOLES 02° 43.610' | 078" 55.623" DELEG POSITIVO
c12 HEMBRA ADULTO SIERRA CARAR pEQUERID LECHE MNAPOLES 02* 43 610" | 078° 55.623" DELEG MNEGATIVO
C13 MACHO ADULTO SIERRA CARAR PEQUERID LECHE CAMPO ALEGRE 02° 40.189' | 078° 54.418" BIBLIAN NEGATIVO
C14 MACHO CACHORRO SIERRA CARAR PEQUENO LECHE CAMPO ALEGRE 02° 40.189' | 078" 54.418" BIBLIAN MEGATIVO
€15 MACHO CACHORRO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE SAULA 02° 30.563' | 078" 55.282" VIA A CANAR NEGATIVO
Clb MACHO CACHORRO SIERRA CANAR PEQUEND LECHE SAULA 02* 39.563' | 078" 55.282' VIA A CANAR NEGATIVOD
C17 MACHO ADULTO SIERRA CARAR pEQUERID LECHE SAULA 02* 39.563' | 078" 55.282 VIA A CARAR NEGATIVO
C18 HEMERA ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE SAULA 02° 30.563"' |078° 55.282" VIA A CANAR POSITIVO
€19 MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE ESMERALDA 02° 30.465' | 078" 55.881' CARAR NEGATIVO
c2n MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE ESMERALDA 02* 39.465' |078° 55.881' CANAR POSITIVO
21 HEMBRA ADULTO SIERRA CARAR pEQUERID LECHE ESMERALDA 02* 39.465' | 078* 55.881" CcARAR MNEGATIVO
22 MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE CHUQUIRAGUA 02° 28.515' | 078" 56.558" TAMBO POSITIVO
€23 MACHO CACHORRO SIERRA CANAR PEQUENO LECHE CHUQUIRAGUA 02° 28.515' | 078" 56.558" TAMEBQ MNEGATIVO
24 HEMERA ADULTO SIERRA cARAR PEQUERIO LECHE CHUQUIRAGUA 02° 28515 | 078" 56.558' TAMEBO NEGATIVO
25 MACHO ADULTO SIERRA CANAR PEQUERO LECHE CHUQUIRAGUA 02° 28.515' | 078° 56.558' TAMBO NEGATIVO
C26 MACHO CACHORRO SIERRA CARAR PEQUERIQ LECHE CHOROCOPTE 02° 34.164' | 078" 56.710' TAMBO MNEGATIVO
.27 MACHO ADULTO SIERRA CARAR PEQUERID LECHE CHOROCOPTE 02° 34.164' | 078" 56.710' TAMBO POSITIVO
c28 MACHO ADULTO SIERRA CARAR PEQUERID LECHE MAINATO 02° 36.227' | 078° 58492 CARIAR NEGATIVO
c29 HEMBRA CACHORRO SIERRA CARAR PEQUERO LECHE MAINATO 02° 36.227' | 078° 58.492' CARIAR NEGATIVO
30 MACHO ADULTO SIERRA CARAR PEQUERIQ LECHE MAINATO 02° 36.227' | 078" 58.492' CARAR MNEGATIVO
Gl MACHO ADULTO SIERRA CARAR PEQUERID LECHE MAINATO 02° 36.227' | 078" 58.492' cAfiAR NEGATIVO
501 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE CARNE LAS LOLAS 500 26 689 |W 079 16 648|  EL ESFUERZO NEGATIVO
503 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERO CARNE GREGORIO 50021142 |W 07902 203| LA REFORMA NEGATIVO
505 HEMBRA CACHORRO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE SN 50022 669 |W 07923 214| VIA QUEVEDO MNEGATIVO
506 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE SAN LUIS S0020246|W07901201] LA REFORMA NEGATIVO
s07 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERIOD CARNE LA GRANJA 50023639|W07914831| LA REFORMA NEGATIVO
508 HEMBRA CACHORRO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID CARNE SAN ANTONIC 50029 229 |W 079 14 556 LA REFORMA NEGATIVO
510 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERQ CARNE SAN ANTOMIC 5§ 0029 229 |W 079 14 556/ LA REFORMA POSITIVO
511 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID CARNE SAN ANTONIO 50029 229 |W 07914 556) LA REFORMA NEGATIVO
513 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE LA GRANIA S 00 36 799 |W 079 20 732| ALLURIQUIN NEGATIVO
514 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE MIRADOR 50022 278|W 07915917 ALLURIQUIN NEGATIVO
§15 MACHO CACHORRO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE MIRADOR S0022278|W07915517] ALLURIQUIN NEGATIVO
517 HEMEBERA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID CARNE SN S0036798 |W0O7920731) ALLURIQUIN NEGATIVO
519 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERNO CARNE SN 5 00 05 103 |W 079 40 861 ALLURIQUIN NEGATIVO
520 HEMBRA CACHORRO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE SN 50003219|W 08054351 ALLURIQUIN NEGATIVO
5§21 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERD CARNE EL ROSARIO S0017736|W 07301834 ALLURIQUIN NEGATIVO
522 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE EL LIMONAL 50017 900|W 07302 183| ALLURIQUIN NEGATIVO
523 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERO LECHE SAN 1OSE 5 0017 010 (W 079 D1 640| ALLURIQUIN POSITIVO
524 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE SAN LUIS S0018715|W 079 00 065|  ALLURIQUIN MNEGATIVO
525 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE SAN LUIS 2 500 18 695 |W 079 00 365|  ALLURIQUIN POSITIVO
526 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRAMNDE LECHE SAN LUIS 2 500 18 696 |W 073 00 366|  ALLURIQUIN MNEGATIVO
527 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE SANTA ROSA S00 20 632 (W 079 01 425 ALLURIQUIN NEGATIVO
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528 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO GRANDE LECHE SAN MARCOS 500 21 145 |W 079 02 203 ALLURIQUIN NEGATIVO
529 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE CASA DE FINCA 50020593 W 07301334 ALLURIQUIN NEGATIVD
530 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE CASA DE FINCA 50020593 W 07901334 ALLURIQUIN NEGATIVO
531 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGOD GRANDE LECHE SANTA CECILIA 5 00 20 600 |W 078 01 771 ALLURIQUIN NEGATIVO
532 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERO LECHE AN JOSE DEL MIRADOR § 00 16 801 |W 079 01 638|  ALLURIQUIN NEGATIVO
533 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE AN JOSE DEL MIRADOR S 00 16 801 |W 079 01 638|  ALLURIQUIN NEGATIVO
534 MACHO ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE AN JOSE DEL MIRADOR S 00 16 801 |W 079 01 638  ALLURIQUIN NEGATIVO
535 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE AN JOSE DEL MIRADOR S 00 16 801 |W 07901 638  ALLURIQUIN NEGATIVO
536 HEMBRA ADULTO COSTA SANTO DOMINGO PEQUERID LECHE AN JOSE DEL MIRADOR S 00 16 B01 |W 079 01 688|  ALLURIQUIN NEGATIVO
M1 MACHO ADULTO COSTA IMANABI GRANDE LECHE PUERTO SECO 500 36 799 W 080 02 335| VIA PEDERNALES | NEGATIVO
m2 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERIO CARNE EL SILENCIO 500 30505 W 0BO 05 253) ALTAHUALPA NEGATIVO
M3 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE SN 500 23 770 |W 0BO 04 521 MONTALVO NEGATIVO
M4 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERIO LECHE SN 500 23 770 |W 0BO 04 521 MONTALVO NEGATIVO
M5 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID CARNE GRANJA CEDERIO [ s 00 17 752 |w 079 01 323 MONTALVO NEGATIVD
Mé& MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE LECHE GRANJA CEDEFi0 [ s 00 17 752 |w 079 01 323 MONTALVO NEGATIVO
M7 HEMBRA CACHORRO COSTA MANABI PEQUERID CARNE LA LOMA 500 30 094 |W 0BO 02 335 EL LIMON NEGATIVO
Mg MACHO CACHORRO COSTA MANABI PEQUERID CARNE LA LOMA 500 30 094 |W 0BO 02 335 EL LIMON NEGATIVO
] MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE LECHE EL LIMON 500 30 533 W 080 04 341 EL LIMON NEGATIVO
M10 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERIO CARNE MARTITA 500 29 571 |W OBO 02 157 EL LIMON NEGATIVO
M1l MACHO CACHORRO COSTA MANABI PEQUERID LECHE SESME 500 33 224 |W 080 02 609 VIA CHONE NEGATIVO
M12 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE SESME 500 33 224 |W 080 02 609 VIA CHONE POSITIVO
M13 HEMBRA CACHORRO COSTA MANABI PEQUERID LECHE JANCHO SAN FERNAND( S 00 33 214 |W 080 02 605 CHONE NEGATIVO
M1s MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARNE RICAURTE 5 00 33 992 (W 080 02 988| CHONE NEGATIVD
M16 HEMBRA ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARNE RICAURTE 500 33 992 W 0B0 02 988| CHONE NEGATIVO
Mi7 HEMBRA ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARNE RICAURTE 5 00 33 992 W 0BO0 02 988| CHONE NEGATIVO
M13 MACHO CACHORRO COSTA MANABI PEQUERID LECHE EL SILENCIO 50001079 W 079 57 267| VIA PEDERNALES | NEGATIVO
M20 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE MANGLAR 50001014 W 079 56 480| VIA PEDERNALES | NEGATIVO
M22 MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARNE LA ESTANCIA 50000131 W 07957 461) VIA PEDERNALES | NEGATIVO
M23 HEMBRA ADULTO COSTA MAMNABI GRANDE CARMNE SIN NOMBRE 50000913 |W 083 57 143]  ATAHUALPA NEGATIVO
24 HEMBERA ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARNE MAGDALENA S 00 16 625 |W 079 02 577| VIA CHONE NEGATIVD
M25 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID CARMNE MAGDALENA 50016 615 |W 075 02 575 VIA CHONE NEGATIVO
M26 MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE LECHE LA FINCA S 00 30 742 |W 080 02 328| VIA CHONE NEGATIVD
m27 HEMERA CACHORRO COSTA MANABI GRANDE LECHE FINCA DE QUESOS | S OO 43 249 |W 080 45 B38| VIA CHONE NEGATIVO
M28 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE BARBERAN 500 33 742 |W 080 02 328) EL LIMON NEGATIVO
M29 MACHO ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE BARBERAN 500 33 742 |W 080 02 328) EL LIMON NEGATIVO
M30 HEMBERA ADULTO COSTA MANABI PEQUERID LECHE BARBERAN 5 00 33 742 |W 080 02 328 EL LIMON NEGATIVD
M31 HEMERA ADULTO COSTA MANABI PEQUERIQ LECHE BARBERAN 500 33 742 |W 080 02 328 EL LIMON NEGATIVO
M32 HEMERA ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARME LOS CEIBOS S 00 37 900 |W 030 02 839| EL LIMON NEGATIVO
M33 HEMERA ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARME LOS CEIBOS S 00 37 900 |W 030 02 839| EL LIMON NEGATIVO
M34 MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARME LOS CEIBOS S 00 37 900 |W 030 02 839| EL LIMON NEGATIVO
M36 MACHO ADULTO COSTA MANABI GRANDE CARME LOS CEIBOS S 00 37 900 |W 030 02 839| EL LIMON NEGATIVO

Anexo H. base de datos de las muestras en las cuatro provincias

Adriana Madelein Hidalgo Nufiez - Wilson Fabricio Romero Tigmasa



