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PRESENTACION

El presente trabajo se desarrolla en un campo de interés para la comunidad veterinaria, ya
que la neosporosis es una enfermedad que infecta a animales domesticos y salvajes alrededor
del mundo. En este trabajo nos centraremos en la neosporosis bovina, abordando un
diagnostico molecular y una aproximacion a la diversidad genética de Neospora caninum por
primera vez para Colombia.

Este manuscrito esta estructurado en dos capitulos siguiendo el formato solicitado por la
Maestria en Ciencias Biologicas, en tal sentido a continuacion me permito resumir la
informacion y estructura presentada en cada capitulo.

El primer capitulo incluye las generalidades de la propuesta de investigacion que hacen
referencia a la formulacion del problema, justificacion, marco conceptual, objetivos y la
metodologia desarrollada durante toda la investigacion. Se incluye la informacion
relacionada con la neosporosis bovina y su agente etiolégico (Neospora caninum) como lo
es su ciclo de vida, diagndstico y seroprevalencia en Colombia.

El segundo capitulo describe la deteccion del ADN de N. caninum y la frecuencia de
infeccién molecular encontrada en sangre de hembras bovinas, por medio de la amplificacion
de los marcadores genéticos Nc5 e ITS-1 previamente utilizados para el diagndstico
molecular. Ademas, se realiza el primer reporte para Colombia acerca de la diversidad
genética del parasito, estimada a partir del analisis de secuencias nucleotidicas de la region
del ITS-1. La deteccion molecular y sensibilidad de la PCR anidada para el Nc5 realizada en
este proyecto se describié en un articulo de investigacion que se encuentra publicado en la
Revista Cientifica (Universidad Distrital de Colombia).

14
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1. INTRODUCCION

Neospora caninum es un parasito intracelular (Thilsted & Dubey, 1989) que infecta una
gran variedad de hospederos silvestres y domésticos, causando una infeccion conocida como
neosporosis, la cual es considerada de gran importancia veterinaria a nivel mundial por su
capacidad de provocar una serie de problemas reproductivos, particularmente en bovinos
(Dubey et al., 1996). La neosporosis bovina puede generar abortos prematuros y tardios
(Santana et al., 2010), pérdidas tempranas de prefiez, momificaciones, nacimiento de terneros
con ataxia o paralisis (Lopez et al., 2007), muerte o reabsorcidn fetal y retraso en el tiempo
de gestacidn, todo esto genera pérdidas econdmicas para el sector ganadero, debido a los
problemas reproductivos que genera y a la disminucion en la produccion de leche (Dubey et
al., 1996). Actualmente, se estima que esta enfermedad le ha costado a la industria lechera 'y
carnica cerca de 843y 455 millones de délares de pérdida por afo, cifra que la cataloga como
una de las principales enfermedades veterinarias a nivel mundial (Reichel et al., 2013). No
obstante, hasta el momento no se han desarrollado tratamientos o vacunas efectivas que
logren prevenir o controlar el impacto de la infeccion.

Por pruebas seroldgicas en las vacas se puede medir el nivel de anticuerpos presentes en su
sistema inmune. La seroprevalencia global de neosporosis bovina se ha estimado entre 0,5
% y 76,9 % (Reichel et al., 2013). Para el caso de Sur América se han reportado
seroprevalencias entre 12,8 %y 91,2 % (Llano et al., 2018). En Colombia, los valores varian
de acuerdo al departamento o region estudiada: 54 % en la sabana de Bogot4 y en Narifio
(Zambrano et al., 2001), 78 % en Caquetd (Motta Giraldo et al., 2012), 33 % en Cordoba
(Cardona et al., 2015) y 64 % en Boyaca (Pulido-Medellin et al., 2016). Estudios previos
realizados en el departamento de Boyaca han reportado una alta seroprevalencia en los
municipios lecheros de Tuta y Toca con valores estimados del 55 y 64 %, respectivamente
(Medellin et al., 2013; Pulido-Medellin et al., 2016).

La prueba diagnostica para la neosporosis mas utilizada actualmente es el ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Dubey, 2003). Su mecanismo se basa en la
deteccion de anticuerpos especificos contra N. caninum, lo que indica la exposicion de los
animales al parésito, pero no necesariamente la infeccion activa (Yao et al., 2009). Por otro
lado, la deteccion molecular mediante PCR se ha utilizado como alternativa para la
identificacion de la infeccion, debido a que tiene la capacidad de amplificar el ADN de N.
caninum en tejidos de fetos abortados y fluidos corporales como liquido amniético, sangre,
suero, leche y semen (Ferre et al., 2005; Mclnnes et al., 2006; Okeoma et al., 2004; Yao et
al., 2009). No obstante, aun cuando la PCR ofrece amplias posibilidades para el diagndstico
molecular, existen limitantes al momento de obtener muestras apropiadas de fetos abortados
o tejidos post mortem en buen estado (Yao et al., 2009), ademas, de la baja concentracion de
parasitos en tejidos o fluidos como semen y leche (Ferre et al., 2005). Estos motivos hacen
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que la deteccion del ADN de N. caninum en sangre periférica sea una buena opcion
para el pronostico de la neosporosis ante mortem (Okeoma et al., 2004).

El genoma de N. caninum posee gran cantidad de ADN repetitivo (Reid et al., 2012), el cual
proporciona una rica fuente de potenciales marcadores moleculares para estudiar la
diversidad genética de sus poblaciones. La evidencia hasta la fecha indica que los
aislamientos de N. caninum varian considerablemente en su contenido de ADN repetido, lo
cual sugiere que la diversidad presente se manifiesta tipicamente como cambios en el nimero
de copias repetidas, asi como cambios en la secuencia de nucle6tidos de la unidad repetida
(Al-Qassab et al., 2010) . Una de las primeras regiones que se identificé fue la repeticion Nc5
(Mdller et al., 1996; Yamage et al., 1996), y desde su descubrimiento se ha utilizado para la
deteccion molecular de N. caninum a partir del estudio de diversas muestras bioldgicas como
sangre (Okeoma et al., 2004), plasma sanguineo (Mclnnes et al., 2006), semen (Ferre et al.,
2005) y heces de perros (Ishigaki et al., 2012). Adicional al Nc5, otra region genémica de
uso comun en la identificacién y analisis genético del parasito es el espaciador transcrito
interno | del ADN ribosomal (ITS-1) (Ferre et al., 2005, de Almeida et al., 2019). Debido a
lo mencionado, surge la necesidad de disefiar e implementar estrategias que permitan
identificar directamente este parésito a partir de muestras sanguineas, e implementar
herramientas moleculares basadas en marcadores moleculares que permitan ademas estudiar
su composicion y diversidad genética. En tal sentido, es necesario mencionar que, hasta el
momento, no se han realizado trabajos enfocados en la deteccion molecular del parasito a
partir de sangre periférica en Colombia, ni tampoco estudios que indaguen sobre su
diversidad genética poblacional, a fin de brindar informacion adicional sobre sus dinamicas
de transmisién e infeccion. Por tal razon, en este trabajo se busco generar informacién acerca
de la frecuencia de infeccion molecular en sangre y la diversidad genética de N. caninum en
Boyaca, la cual servira como referencia para futuros estudios que pretendan la
implementacion de métodos mas especificos y menos invasivos como es el diagnostico
molecular para la neosporosis bovina en Colombia a partir de sangre periférica.

2. MARCO CONCEPTUAL

2.1 Neosporosis

La neosporosis es una enfermedad emergente de distribucién mundial causada por la
presencia de Neospora caninum, un parasito protozoario intracelular obligado del Phylum
Apicomplexa (Thilsted & Dubey, 1989). Fue descubierto por primera vez en Noruega, en
una camada de cachorros de perros que desarrollaron una serie de trastornos neuroldgicos
después del nacimiento (Bjerkas et al., 1984), y posteriormente descrito por Dubey y
colaboradores en 1988. Hoy en dia, se sabe que N. caninum ocasiona una paralisis de las
extremidades en perros jovenes y causa abortos en el ganado bovino (Dubey et al., 1988).
Ademas, es sabido que la infeccion en bovinos adultos se relaciona con la pérdida de peso y
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disminucion de la produccion de leche (Dubey, 2003), aunque también puede ser
asintomatica (de Magalhaes et al., 2014). Diversos estudios han sugerido que la presencia de
perros en fincas lecheras se considera un factor de riesgo para la transmision de N. caninum,
y por consiguiente, para el incremento de la incidencia de infeccién de la neosporosis
(Ghalmi etal., 2011), ya que acttan como hospederos definitivos del parasito donde completa
su ciclo de vida (McAllister et al., 1998).

2.2 Morfologia y ciclo de vida de Neospora caninum

Los estadios parasitarios del ciclo de N. caninum son: Taquizoito, bradizoito y esporozoito
(Dubey et al., 1996, McAllister et al., 1998). Los taquizoitos y bradizoitos son una forma de
reproduccion asexual y se encuentran en hospedadores intermediarios (bovinos), mientras
que los esporozoitos son eliminados en las heces del perro (hospedador definitivo) que van a
contaminar el alimento ingerido por los bovinos y otros rumiantes (McAllister et al., 1998).
Los taquizoitos son de reproduccion rapida y pueden presentar formas de media luna,
globular u ovoide que, dependiendo de la etapa de division, miden de 3 a 7 um de largo por
1 a 5 um de ancho. Estos han sido detectados en neuronas, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales, miocitos, células renales (Dubey & Schares, 2006; Dubey et al., 2002), y en
leucocitos de bovinos (Okeoma et al., 2004). Los bradizoitos tiene una replicacion mas lenta
que los taquizoitos, son mas delgados y se encuentran contenidos en quistes tisulares de
forma redonda u oval. Ademas, pueden llegar a medir hasta 107 um y tener una pared de 4
um (Dubey et al., 1996). Los ooquistes que se eliminan a través de las heces del perro,
presentan una forma esférica o subesférica, no tienen color, miden entre 10 a 11 pm y
contienen dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada uno (McAllister et al., 1998). Este
Gltimo estadio es importante para la identificacion microscopica de este parasito en heces de
origen canino.

El ciclo de vida de este parasito involucra dos hospederos uno intermedio y uno definitivo.
Se sabe que los canidos actuan como hospederos definitivos (McAllister et al., 1998). El
perro adquiere la infeccion al ingerir tejidos de origen bovino (hospedador intermediario)
infectados con quistes tisulares. La pared del quiste es degradada por los jugos gastricos
liberando las formas parasitarias que iniciaran los estados entero-epiteliales (Dubey et al.,
1996). Luego de que se lleva a cabo una fase de reproduccion asexual y sexual en el intestino
del perro, los ooquistes son eliminados a través de sus heces en un promedio de 5 a 17 dias
después de la ingesta de tejidos infectados. Después de 24 horas los ooquistes almacenados
dentro de las heces esporulan formando 2 esporoquistes, cada uno con 4 esporozoitos que
son dispersados en el ambiente, entrando en contacto con el agua y alimento del ganado
bovino por via oral (Dubey et al., 2002).
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Cuando el ganado ingiere alimento o agua contaminada con los ooquistes, los

esporozoitos son liberados en el intestino del bovino, que posteriormente penetran las células,
en las cuales se dividen y se convierten en taquizoitos que son los responsables de la fase
aguda de la infeccidn, siendo capaces de ingresar al sistema sanguineo y linfatico (Dubey,
2003).
Cuando el sistema inmune emite una respuesta frente a la infeccion, este patdgeno tiene la
caracteristica de generar quistes tisulares de bradizoitos (asociados a la fase cronica de la
infeccion) en los tejidos nervioso y muscular, haciéndose casi indetectable para el sistema
inmunitario del hospedero (T. Dijkstra et al., 2001). El quiste tisular puede persistir dentro
de un huésped infectado durante varios meses 0 afios sin causar manifestaciones clinicas
significativas (Dubey & Schares, 2006). Cuando la induccion de la respuesta por parte del
sistema inmune baja, los bradizoitos son liberados de los quistes, continuando asi con la
infeccién y la presencia de la enfermedad en el hospedador intermediario (de Magalhaes et
al., 2014). Cuando el perro ingiere tejido contaminado estos se implantan en el tracto
gastrointestinal donde maduran, y comienzan a desprenderse los ooquistes, completando el
ciclo de transmision horizontal (Th Dijkstra et al., 2001).

N. caninum infecta una amplia gama de hospederos intermediarios, siendo su entrada en las
células de su hospedero y la evasion del sistema inmune esencial para su supervivencia y
progresion de la infeccidn. Para entrar en la célula huésped el parasito en forma de taquizoito
establece un contacto de baja afinidad con la superficie de la membrana de la célula, seguido
de un proceso de adhesion real, es decir, el taquizoito se ancla a la superficie de la célula
huésped. Los antigenos de superficie son los factores del parasito que facilitan el contacto
inicial con la célula huésped (Hemphill et al., 2006). Después del contacto inicial, utilizando
motilidad de deslizamiento activa y proteinas expresadas constitutivamente presentes en sus
organulos secretores, como micronemas, roptrias y granulos densos (esto es lo que se conoce
como complejo apical), el taquizoito ingresa al citoplasma de la célula huésped a través de
una unién en movimiento para formar la vacuola parasitéfora (Hemphill et al., 2006) Las
proteinas presentes en la membrana de la célula huésped actlian como receptores de adhesion
para promover la infeccidn por N. caninum (Naguleswaran et al., 2002).

2.3 Diagnostico de la neosporosis

Las pruebas diagndsticas disponibles para N. caninum son de dos tipos: indirectas y
directas. Las indirectas o también conocidas como seroldgicas, detectan la presencia de
anticuerpos en suero, plasma o leche; éstas se aplican en bovinos vivos mientras que las de
tipo directas detectan la presencia del parésito en tejidos o sangre, por ejemplo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Alvarez-Garcia et al., 2013).
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Actualmente, los métodos de diagnosticos mas empleados son: la prueba indirecta

de anticuerpos fluorescentes (IFAT), de aglutinacion directa (DAT) y el ensayo por inmuno-
absorcion ligado a enzimas (ELISA) (Asmare et al., 2013; Daprato et al., 2013; Dubey et al.,
1996). Estas pruebas de diagndstico indirecto pueden presentar baja sensibilidad en caso de
una infeccion temprana o cuando existe la formacion de quistes, lo cual puede generar falsos
negativos (Dubey & Schares, 2006). Por otro lado, los métodos de diagndstico directo como
la inmuno-histoquimica y la PCR pueden resultar mas precisos al momento de detectar la
infeccion, ya que permiten evidenciar la presencia del parasito por medio de sus estructuras
parasitarias o su ADN (Ghalmi et al., 2011).

La identificacion del ADN de N. caninum por medio de la PCR se considera una
herramienta prometedora para el diagnostico ya que tiene la ventaja de ser una técnica rapida,
sensible y especifica (Ghalmi et al., 2011). La PCR se puede aplicar para el diagndstico, la
cuantificacion y secuenciacion del ADN de protozoos y en la identificacién de nuevos
huéspedes para el parasito (Dubey & Schares, 2011). Hasta el momento se han aplicado
diferentes tipos de PCR para el diagnostico de la neosporosis, como es el caso de la PCR en
tiempo real (Collantes-Fernandez et al., 2002), PCR anidada (Medina-Esparza et al., 2016) y
amplificacion isotérmica mediada por bucle que es una PCR tipo LAMP (Ramos et al., 2017).
Adicionalmente, con respecto al origen de la muestra, la PCR se ha utilizado a partir de tejido
fetal abortado y heces de perros (Du et al., 2015; Li et al., 2014), liquido amnidético, sangre
(Okeoma et al., 2004), semen (Ferre et al., 2005) y leche del ganado vacuno.

Gracias a la aplicacion de la PCR a partir de muestras de sangre de bovinos infectados
naturalmente, se logrd detectar la presencia del ADN de N. caninum en los leucocitos
(Okeoma et al., 2004), lo que sugiere que la sangre parece proporcionar el medio de
transporte para que los taquizoitos circulen y asi poderse desplazar entre los tejidos del
hospedero (Okeoma et al., 2004). Se considera que la parasitemia de N. canimun es variable,
y eventualmente puede presentar bajos niveles durante el periodo de vida de los bovinos, lo
que ha llevado a realizar variaciones mas sensibles de la PCR como: PCR anidada, semi-
anidada y en tiempo real (Collantes-Fernandez et al., 2002; Dubey & Schares, 2006).
Ademads, como una estrategia alternativa para incrementar la sensibilidad, y disminuir los
tiempos y costos, se ha sugerido la PCR tipo LAMP en N. canimun, a partir de tejidos de
fetos abortados y heces caninas (Ramos et al., 2017).

2.4 Marcadores moleculares usados en la identificacion de N. caninum

El ADN repetitivo es comun en el genoma de N. caninum y debido a su abundancia
proporciona importante informacion sobre la constitucion genética del parasito (Al-Qassab
et al., 2010). Los primeros trabajos que utilizaron marcadores genéticos para detectar e
identificar al parasito de otros coccidios fueron dirigidos a los genes ribosomales, Kaufman
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y colaboradores (1996) analizaron una secuencia de 1.201 pb denominada Nc5. El

ADN genodmico fue aislado de taquizoitos de N. caninum, para luego clonarlo en vectores
plasmidicos. El clon denominado pNc5 fue el que demostré la especificidad al parasito N.
caninum (Kaufmann et al., 1996). Mas tarde, un grupo de investigadores, basdndose en esa
secuencia de pNcb, disefiaron varios juegos de cebadores para detectar el ADN de N.
caninum en muestras de cerebro de ratones infectados experimentalmente (YYamage et al.,
1996). Por ultimo, Muller y colaboradores (1996) le llamaron la region Nc5 y realizaron una
PCR con varios de los cebadores reportados por Yamage y colaboradores (1996), reportando
que conjunto de cebadores presentaban mas afinidad y congruencia entre ellos. A partir de
ese momento se establecié que la regién Nc5 es especifica, y por lo tanto muy Util para el
diagnostico molecular, ya que su secuencia no es compartida con otras especies, ni siquiera
aquellas filogenéticamente cercanas como Toxoplasma gondii y Hammondia heydorni
(Maller et al., 1996; Yamage et al., 1996). En tal razdn, se ha ubicado al Nc5 como el
marcador genético mas usado para la identificacion de N. caninum a partir de diversas
muestras bioldgicas, incluyendo plasma sanguineo, sangre periférica, tejido, heces, entre
otros (Li et al., 2014; Mclnnes et al., 2006; Okeoma et al., 2004; Yao et al., 2009).

Ademas del Nc5 se han utilizado como marcadores genéticos regiones del ADN ribosomal
ARNr-18S y el espaciador intergénico transcrito interno 1 (ITS-1) para establecer la relacion
filogenética y diversidad genética de N. caninum (Hillis & Dixon, 1991; Morrison & Ellis,
1997; Slapeta et al., 2002). En tal razon, se ha demostrado que el ITS-1 es un marcador Util
para el estudio genético de N. caninum (Slapeta et al., 2002).

2.5 Diversidad genética en N. caninum

El desarrollo de estudios a partir del analisis de secuencias nucleotidicas ha permitido
explorar las relaciones filogenéticas y la diversidad de poblaciones de N. caninum a partir de
aislamientos a nivel geogréfico y de hospedero (Gondim et al., 2004; Li et al., 2014). Los
primeros trabajos realizados a nivel filogenético demostraron la utilidad del 1TS-1 para el
entendimiento de los patrones de diversidad genética y evolutiva en este parasito (Gondim et
al., 2004; Slapeta et al., 2002). Estudios mas recientes han comparado las secuencias del ITS-
1 de cepas obtenidas de distintos hospederos como bovinos, caninos, ovinos, cerdos y aves
provenientes de diferentes origenes geograficos como China, Brasil, Iran, USA, Australia y
Gran Bretafia. Los andlisis filogenéticos indican que este marcador puede eventualmente ser
poco resolutivo cuando se comparan muestras altamente relacionadas, por lo que ademas de
éste, los investigadores sugieren utilizar marcadores altamente polimorficos como son los
microsatélites (Brom et al., 2014; Regidor-Cerrillo et al., 2013). En tal sentido algunos
autores han enfocado sus investigaciones en comprender el grado de virulencia, la diversidad
genética y la dindmica de infeccidn a traves del andlisis multilocus microsatélites (Pedraza-
Diaz et al., 2009). Gracias a la aplicacion de los microsatelites en aislamientos obtenidos de
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sus hospederos, cultivados in vitro y en animales infectados naturalmente se ha
ampliado el conocimiento sobre la amplia diversidad genética a nivel intraespecifico y
poblacional de N. caninum (Pedraza-Diaz et al., 2009; Regidor-Cerrillo et al., 2006; 2013).

3. ESTADO DEL ARTE

Desde la descripcion e identificacion de N. caninum (Dubey et al., 1988) se han realizado
gran variedad de estudios para identificar y comprender la dinamica de transmision y el ciclo
de vida de este parasito. Pruebas como la inmunofluorescencia indirecta (IFI) e
inmunohistoquimica, ayudaron inicialmente a realizar la descripcion del ciclo de vida y su
papel como agente etioldgico en abortos bovinos (Thilsted & Dubey, 1989).

La neosporosis bovina como causante de aborto se describié por primera vez en una granja
de Estados unidos en 1.989 (Thilsted & Dubey, 1989). Posteriormente, la infeccion por N.
caninum fue descrita en varios paises asociada a fallo reproductivo (Dubey & Lindsay, 1996).
Afios siguientes se demostré experimentalmente la trasmision vertical de la madre al feto
(Dubey et al., 1992), y desde entonces, se han desarrollado varios estudios de prevalencia de
la infeccion en distintas regiones alrededor del mundo, tanto en animales adultos como en
fetos abortados; considerdndose asi, como una de las principales causas de aborto bovino a
nivel mundial (Dubey et al., 2007).

Diversos estudios realizados en América Latina demostraron la heterogeneidad en la
seroprevalencia de N. caninum en bovinos de diferentes regiones y resaltaron la importancia
de la infeccion en el incremento paulatino de pérdidas econémicas del sector ganadero
(Reichel et al., 2013). Trabajos realizados en diferentes regiones de Pert (Del Campo et al.,
2003; Moya et al., 2003; Vega et al., 2010), Argentina (Daprato et al., 2013) y Ecuador
(Cuenca Flores, 2014), reportan un amplio rango de seroprevalencias que varian entre el
6,3% al 32 %, respectivamente, lo que sugiere la necesidad, no solo de adoptar mejores
medidas de prevencion de la infeccion, sino también, de implementar estrategias de
diagnostico comparables y directos que permitan la verificacion de estas prevalencias con
menores grados de error y subjetividad (Reichel et al., 2020)

En Colombia, se han realizado diversos estudios en bovinos que han demostrado la
presencia de anticuerpos contra N. caninum y estos sugieren un alto grado de heterogeneidad
de infeccion bovina (Cardona et al., 2015; Llano et al., 2018; Motta Giraldo et al., 2012;
Pulido-Medellin et al., 2016). Estudios realizados en la Sabana de Bogota y en el
departamento de Narifio, reportaron una seropositividad del 54 % en vacas con antecedentes
abortivos (Zambrano et al., 2001), mientras que en regiones de los Departamentos de
Antioquia (Lo6pez et al., 2007), Caqueta (Motta Giraldo et al., 2012) y Co6rdoba (Cardona et
al., 2015) se observaron seroprevalencias del 35 %, 33 %, 10 % y 78 %, respectivamente.
Adicionalmente, algunos reportes realizados para el departamento de Boyaca, en los
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municipios de Tuta y Toca indican seroprevalencias del 52 % y 64 %,
respectivamente (Cruz-Estupifian et al., 2019; Pulido-Medellin et al., 2016).

Los estudios realizados hasta el momento en Colombia sobre el estado de infeccion en
bovinos no solo retratan un grave panorama de la prevalencia de neosporosis, sino que
también llaman la atencién sobre la necesidad de desarrollar estudios que permitan la
identificacion directa del paréasito, y estimar el grado de diversidad de sus poblaciones, y que,
ademas, propendan por desarrollar e implementar técnicas de diagndstico mas precisas,
sensibles y menos invasivas. Recientemente, con el objetivo de proporcionar una herramienta
altamente sensible y especifica para el diagndstico molecular de N. caninum, se desarroll6
un ensayo de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) basado en la region Nc5
de N. Caninum (Ramos et al., 2017). Para esta prueba se disefiaron cebadores especificos
para la amplificacion de la region Nc5, y el resultado demostré una amplificacion especifica
en tan solo 30 minutos a una temperatura constante de 63 °C, (Ramos et al., 2017). En este
estudio se concluyo que las condiciones de reaccion descritas posicionan a la LAMP del Nc5
como una técnica sensible, especifica y rapida para detectar el ADN de N. caninum (Ramos
etal., 2017). En este sentido, la implementacion de herramientas moleculares y genéticas ha
ido ganando cada vez mas terreno por sus multiples ventajas en comparacion con los métodos
seroldgicos. Con la aplicabilidad de la PCR, el andlisis de marcadores genéticos como la
region repetitiva Nc5 (Muller et al., 1996; Yamage et al., 1996), y el ITS-1 (Ellis et al., 1994;
Homan et al., 1997; Payne & Ellis, 1996) se ha abierto un importante campo para el
entendimiento, no solo de la dinamica de transmision, sino también para la estimacion de la
diversidad, composicion genética y evolucion de N. caninum.

Estudios filogenéticos realizados a partir del analisis del ADNr de N. caninum demostraron
que se relaciona estrechamente con Toxoplasma gondii y Hammondia heydorni (Ellis et al.,
1994; Holmdahl et al., 1994). El anélisis de la secuencia nucleotidica del ITS-1 evidencio
que estas tres especies se reconocen como taxones hermanos, y que es posible separarlos en
tres clados monofiléticos, ratificando que son especies evolutivamente relacionadas, pero
independientes (Slapeta et al., 2002). El analisis de secuencia del ITS-1 es una herramienta
importante para la caracterizacion y diferenciacion de parasitos estrechamente relacionados,
ademas, se ha encontrado variacion intraespecifica en el ITS-1 de N. caninum (Gondim et
al., 2004).

Finalmente, aunque los estudios sobre la diversidad poblacional de N. caninum no son
abundantes en la literatura actual, y en particular para Colombia son inexistentes, estudios
recientes realizados en Europa y Latinoamérica han revelado una amplia variacion genética
entre los aislamientos de N. caninum basados en el genotipado de microsatélites (Brom et al.,
2014; Medina-Esparza et al., 2016; Regidor-Cerrillo et al., 2013). El estudio mas extenso
reportado se basa en el genotipado de N. caninum de 96 muestras clinicas de fetos abortados
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originarios de Espafia, Argentina, Alemania y Escocia, que demuestran diferentes

grupos de genotipos multilocus, ademas se evidencia una estructuracion de la poblacion de
N. caninum, que esta parcialmente asociada con el origen geografico (Regidor-Cerrillo et al.,
2013). Otro estudio realizado en México consistio en la genotipificacion de N. caninum a
partir de 63 fetos abortados e indag6 sobre su diversidad genética, los investigadores
compararon sus resultados con lo reportado por Regidor-Cerrillo y colaboradores (2013),
encontrando que el genotipo mexicano difiere de los previamente reportados para las
poblaciones de Argentina, Espafia, Alemania y Escocia (Medina-Esparza et al., 2016). Estos
resultados demuestran que la diversidad genética de N. caninum en las areas estudiadas se
diferenciaron de otras poblaciones de N. caninum alrededor del mundo, ademas, los
resultados muestran una alta diversidad genética del parasito implicada en el aborto dentro
de cada rebafio analizado (México) (Medina-Esparza et al., 2016). En estos trabajos los
autores recalcan la importancia de desarrollar estudios que aborden un mayor nimero de
marcadores genéticos y de muestras representativas de diferentes hospederos y origenes
geograficos.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neosporosis es una enfermedad de distribucion mundial que se origina por la presencia
de un paréasito protozoario del Phylum Apicomplexa conocido como Neospora caninum
(Thilsted & Dubey, 1989), el cual presenta un amplio nimero de hospederos de vida silvestre
como domeéstica. Este parasito ha adquirido gran importancia veterinaria por ser una de las
principales causas de aborto en el ganado bovino, por provocar muerte embrionaria y fetal,
subfertilidad y nacimiento de terneros prematuros o con discapacidad neuroldgica (Dubey et
al., 1996). El principal impacto econdémico derivado de la neosporosis bovina son sus efectos
negativos sobre el rendimiento reproductivo de las hembras y la disminucién de la
produccion de leche en ganado lechero (Reichel et al., 2013). A pesar de causar pérdidas
anuales estimadas en més de 1.298 mil millones de dolares a nivel mundial, de los cuales dos
tercios son por la industria lactea y un tercio por la industria carnica, hasta el momento no se
han logrado desarrollar tratamientos o vacunas efectivas capaces de prevenir y/o controlar la
infeccion (Dubey, 2003; Reichel et al., 2013).

En Colombia, al igual que en la mayor parte de paises latinoamericanos, el principal método
de diagndstico es a través de técnicas seroldgicas como el ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA), o la inmunofluorescencia indirecta (IFAT) (Cardona et al., 2015;
Zambrano et al., 2001), que pueden no reflejar el real estado de infeccion de los animales, y
por consiguiente conducir a conclusiones imprecisas sobre la asociacion de la infeccion con
N. caninum y las causas de los problemas reproductivos (Yao et al., 2009). Se han
desarrollado ensayos de PCR, que son especificas y sensibles para la deteccion e
identificacién de infeccidn por N. caninum. La mayoria de los métodos de PCR publicados
se utilizan para detectar el ADN de N. caninum en los tejidos de fetos abortados o fluidos de
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animales adultos como sangre (Okeoma et al., 2004), plasma sanguineo (Mclccnes
et al., 2009) y semen (Ferre et al., 2005).

Recientemente en Colombia se Ilevd a cabo una investigacion basada en un ensayo de PCR
tipo LAMP para la deteccion molecular de la neosporosis (Ramos et al., 2017). Los resultados
indican que la técnica es mucho mas sensible, rapida y rentable en comparacion con una PCR
semi-anidada (Ramos et al., 2017), pero esta técnica requiere aun ser probada en un mayor
namero de muestras (de bovinos y caninos), y ademas ser comparada con los resultados
obtenidos de pruebas seroldgicas de amplio uso como la técnica ELISA.

Estudios previos realizados en el departamento de Boyaca han reportado una alta
seroprevalencia (del 55 % y 64%) de la neosporosis bovina, indicando que existe alto riesgo
potencial para las fincas con explotacidon lechera, ya que el rendimiento productivo disminuye
como consecuencia de la reduccion del numero de terneros, mayor numero de
inseminaciones, repeticiones de celos y disminucion en la produccién de leche (Medellin et
al., 2013; Pulido-Medellin et al., 2016). Sin embargo, estos estudios se han realizado con
base en pruebas seroldgicas indirectas que pueden llevar a obtener resultados imprecisos
sobre el estado actual de infeccidn del animal. Hasta el presente, no se han realizado trabajos
enfocados en la identificacion genética del parésito a partir de muestras de sangre periférica,
ni tampoco estudios que indaguen sobre la diversidad genética de N. Caninum en sus
hospederos bovinos. Las regiones génicas Nc5 e ITS-1 se han utilizado ampliamente para
identificar y estudiar la diversidad genética de Neospora sp. en diversos trabajos (Yamage et
al., 1996; Slapeta et al., 2002; Mclcnnes et al., 2006; Yao et al., 2009, Regidor-Cerrillo et al.,
2013).

Por lo anteriormente mencionado en este trabajo se pretende dar respuesta a las siguientes
preguntas de investigacion:
1. ¢Cudl es la frecuencia de infeccion de N. caninum detectada en sangre de bovinos de
Boyaca por medio de la amplificacion de los marcadores Nc5 e ITS-1?
2. ¢Cudl es la variabilidad genética en las secuencias nucleotidicas del ITS-1 del ARNr de
N. caninum presente en bovinos de Boyaca?

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de infeccién molecular y la diversidad genética de Neospora
caninum en bovinos de Boyaca.
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5.2 Objetivos especificos

e Identificar la presencia de N. caninum en muestras de sangre de bovinos de Boyaca
por medio de la amplificacion de los marcadores Nc5 e ITS-1.

e Estimar la frecuencia de infeccion molecular encontrada para cada marcador
utilizado.

e Estimar el grado de diversidad genética de N. caninum en bovinos de Boyaca.

6. METODOLOGIA GENERAL

6.1 Area de estudio

El estudio fue descriptivo de corte transversal, se realizé en los municipios de Toca, Paipa
y Tuta en el departamento de Boyaca. Estos municipios fueron seleccionados debido a
reportes previos de seroprevalencia para N. caninum (Medellin et al., 2013; Pulido-Medellin
et al., 2016). Esta area se encuentra entre los 2.530 a 2.800 m.s.n.m., y se caracteriza por
presentar un clima en su mayoria frio (entre 12 a 18°C), que favorece a la produccion y
mantenimiento de razas bovinas lecheras (Gobernacion de Boyaca, 2019). De cada municipio
se escogieron fincas que tuvieran mas de 30 bovinos en produccion y que hubieran reportado
antecedentes de aborto en los dos afios inmediatamente anteriores al muestreo.

6.2 Muestreo

Durante los meses de abril a diciembre del afio 2018 se seleccionaron de manera aleatoria
170 hembras bovinas en edades superior a los 15 meses. Del municipio de Paipa se analizaron
50 hembras, de Toca 50 y de Tuta 70. Para cada animal se tomaron 4 ml de sangre periférica
mediante puncion de la vena coccigea en tubos tipo vacutainer con EDTA como
anticoagulante. Las muestras fueron transportadas bajo refrigeracion al Laboratorio de
Investigacion de Genética Evolutiva (LIGE), donde se almacenaron a -20 °C para su posterior
procesamiento y extraccién de ADN. Los procedimientos y protocolos de este estudio fueron
aprobados por el comité de bioética de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de
Colombia a través de la financiacion de una convocatoria interna (proyecto institucional #
SGI2467). Las personas que hicieron parte de la toma de muestras sanguineas tienen
formacion especifica en medicina veterinaria y poseen las competencias necesarias para
realizar dicho procedimiento.

6.3 Extraccion del ADN a partir de sangre periférica

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit Realiprep Blood gDNA miniprep sistem
(Promega®) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN se almaceno a -20 °C hasta
su procesamiento por PCR. Con el fin de evaluar la integridad, el ADN se corri6 en geles de
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agarosa al 1 % en una cdmara de electroforesis horizontal (MyGel Mini E1101) a un

voltaje constante de 100V por 30 min. La concentracion y calidad (i.e. relacion A260/A280
nm) del ADN total se midié en un espectrofotometro para microplacas de UV-visible (Epoch
Microplate Spectrophotometer, BioTek).

6.4 Preparacion del control y limite de deteccion para la amplificacion del marcador
Nc5

El control para la PCR del marcador Nc5 fue el plasmido pGEM-T easy vector (Promega,
Madison, WI, EE.UU.) suministrado por el Grupo Funcional de Biologia Molecular de la
Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC); el cual lleva ligado un fragmento
de 350 pb de la region Nc5 amplificado a partir de la cepa N. caninum Bahia (Ramos et al.,
2017). La concentracion inicial del plasmido fue de 4 ng/ul, y con el objetivo de establecer
el minimo de concentracién para la amplificacion del Nc5 se evaluaron cuatro diluciones en
serie (10" a 10 ng) en sangre humana. Como control negativo para la amplificacion se usé
ADN humano extraido de sangre periférica.

6.5 Amplificacion por PCR e identificacion genética de N. caninum

6.5.1 Region repetida Nc5

Para incrementar la sensibilidad de deteccion del ADN de N. caninum en la muestra
sanguinea se realizd6 una PCR anidada, previamente reportada y validada por varas
investigaciones como herramienta Util para la deteccion. La primera ronda de PCR se realiz6
con los cebadores externos Np21+ (5"-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC-3") y Np6+
(5"-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3") que amplifican un fragmento de 350 pb
(Mdller et al., 1996). La segunda PCR se realiz6 usando los cebadores internos Np9 (5”-
GTTGCTCTGCTGACGTGTCGTTG-3") y Np10 (5°-
CGAGAGTTCAGTGTTCTGTGTTGAG-3") que amplifican un fragmento de 224 pb
(Mclnnes et al., 2006). La mezcla de reaccion de ambas PCR se prepard en un volumen final
de 30 pl que contenia: 1X taq buffer, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador, 1,25
U de Tag ADN polimerasa (ExcelTag™ Tag DNA Polymerase, SMOBIO) y 2 ul de ADN.
Las condiciones de ciclado fueron: 95°C por 4 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30s, 53°C por
30s, 72°C por 30s; y una extension final a 72°C por 5 minutos. Como control positivo se
incluyo el plasmido pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, EE.UU.) (Ramos et al.,
2017). Se incluyd dos controles negativos: i) ADN extraido a partir de sangre total de humano
y ii) control de reactivos en agua ultrapura. Los productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta.
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6.5.2 Marcador ITS-1

Para este marcador se realiz6 una PCR semi-anidada en un solo tubo y una misma reaccion.
Los cebadores empleados fueron: NN1F (5"-TCAACCTTTGAATCCCAA-3’), NN2R (5'-
CGAGCCAAGACATCCATT-3") (Buxton et al., 1998) y Tim1l1lR
(5’CACTGAAACAGACGTACC3’) (Payne & Ellis, 1996). Como control positivo se uso
una muestra de bovino que fue previamente amplificada por Nc5 y verificada por
secuenciacion, y como control negativo se utilizd6 ADN extraido a partir de sangre total de
humano. Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 pl con 1X taq
buffer, 0,2 mM de cada dNTP, 0,3 uM de cada cebador, 1 U de taq ADN polimerasa
(ExcelTag™ Tag DNA Polymerase, SMOBIO) y 2 ul de ADN. Las condiciones de ciclado
fueron: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 50s, 50°C por 50s, 72°C por 50s; y una
extension final a 72°C por 5 minutos. Los productos de PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 1,2% tefiidos con FluoroVue™ Nucleic Acid Gel Stain (SMOBIO).

6.6 Analisis estadistico de la infeccion por N. caninum

A partir de los resultados de la frecuencia de infeccidn, se definieron los factores
determinantes calculando la Raz6n de Prevalencia (RP), en donde la variable dependiente
(YY) incluyo los resultados moleculares obtenidos, mientras que las variables independientes
(X) fueron las variables recopiladas en el estudio (raza, edad y ndmero de partos), la
asociacion entre la presentacién de ADN en la sangre recolectada y las variables evaluadas
se determin6 mediante la prueba exacta de Fisher. Los andlisis fueron realizados con el
programa SPSS v.22.0 y R v.4.1.1 (R Development Core Team, 2012).

6.7 Secuenciacion

Con el fin de evaluar la especificidad de los amplificados de Nc5 seis muestras mas el
control positivo (plasmido pGEM-T easy vector) se enviaron a la empresa Macrogen Inc.
(https://dna.macrogen.com) en Corea del Sur para su respectiva purificacion y secuenciacion
en ambas direcciones.

La secuenciacion del marcador ITS-1 se realiz6 en 65 muestras seleccionadas
aleatoriamente de acuerdo con su origen geografico y concentracion del producto de
amplificacion. Estos amplificados se enviaron a Macrogen Inc., para ser purificados y
secuenciados en ambas direcciones.

6.8 Analisis de secuencias

6.8.1 Marcador Nc5
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Se ajustaron manualmente las secuencias forward y reverse de cada individuo

usando el programa BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999). Luego, se alinearon bajo el parametro de
ClustalW implementado en el programa BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999) para obtener la
secuencia consenso de cada individuo. Cada secuencia se comparo con las publicadas en el
GenBank mediante Blastn (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Estas secuencias se compararon
con secuencias disponibles del GenBank provenientes de diferentes hospederos y origen
geografico, para asi, realizar unarbol filogenético, bajo el modelo de sustitucion nucleotidica
Kimura 2-paramétros (K2p) con el programa MEGA v. 11.0.11 (Kumar et al., 2018).

6.8.2 Marcador ITS-1

Para el ITS-1 las secuencias fueron editadas y alineadas con el programa Bioedit v.7.0.9.0
(Hall, 1999). Para estimar la variabilidad genética y la diferenciacién entre las muestras se
calculo el numero de haplotipos (h), diversidad nucleotidica (r) y la diversidad haplotipica
(Hd) utilizando el programa DnaSP v6 (Librado & Rozas, 2009). Con el fin de establecer la
relacion entre haplotipos se realizé una red de haplotipos con el programa Network v.4.6.1.1
(http://www.fluxus-engineering.com). Por Gltimo, para identificar si las poblaciones
estudiadas presentan una estructuracion genética se realiz6 un andlisis de varianza molecular
(AMOVA) usando el programa GenAlEx v.6.5 (Peakall & Smouse, 2012).

7. IMPACTO

Con el desarrollo del presente proyecto se ofrece informacion novedosa acerca de la
frecuencia de infeccion y diversidad genética en Neospora caninum para el departamento de
Boyaca, y Colombia. Ademas, se brinda evidencia que permite explorar el desarrollo o disefio
de marcadores genéticos usados para el diagnéstico molecular, y que pueden ser
implementados en futuras investigaciones de la neosporosis bovina tanto a nivel
departamental como nacional.
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RESUMEN

Neospora caninum es un parésito del filo Apicomplexa que genera grandes pérdidas
econdmicas para la ganaderia a nivel mundial. A pesar de su importancia, la informacion
sobre la prevalencia de infeccion y diversidad en areas endémicas de Colombia es escasa.
Estudios previos han reportado una alta seroprevalencia en ganado lechero de Boyaca, que
sugiere un factor de riesgo significativo para la transmisién activa de la neosporosis. Sin
embargo, no hay datos disponibles sobre el estado de infeccion o la presencia del parasito en
la sangre periférica del ganado lechero. En este estudio se realizo la deteccion molecular de
N. caninum por PCR anidada del marcador Nc5 y por PCR semi-anidada de la region ITS-1
en muestras de sangre periférica de vacas lecheras de Boyacé pertenecientes a fincas ubicadas
en los municipios de Paipa, Toca y Tuta. Se secuenciaron cinco muestras positivas del Nc5
y se corroboré la presencia del parasito mediante comparacién con otras secuencias
disponibles en la base de datos GenBank. El andlisis de identidad para Nc5 frente a lo
reportado en el GenBank fue del 97,58 al 99,21%. Se estimd un limite cualitativo de
deteccion de ~64 parasitos por volumen de sangre muestreada (200 ul). La tasa de infeccion
estimada a partir de la amplificacion del Nc5 fue de 13,5 % (23/170), mientras que para ITS-
1 fue de 58,3% (100/170), presentando mayor sensibilidad de amplificacion debido a su alta
tasa de repeticion en el genoma del parasito. Se presentaron muestras que amplificaron para
ambos marcadores en los tres municipios, lo que soporta la alta seroprevalencia reportada en
trabajos anteriores para el departamento. El analisis de la composicion y diversidad genética
de N. caninum estimado a partir de 66 secuencias del ITS-1 demuestran una alta diversidad
haplotipica con minima diferenciacion de las poblaciones analizadas, 1o que sugiere una
Unica unidad poblacional de este parésito en Boyaca. Este es el primer reporte de deteccion
de ADN de N. caninum por PCR en sangre de ganado lechero y es una primera aproximacion
al conocimiento de la estructura genética de este parasito en Colombia.

1. INTRODUCCION

Neospora caninum es un pardsito intracelular obligado perteneciente al filo
Apicomplexa (subclase: Coccidia) que infecta a una amplia variedad de animales domeésticos
y salvajes de sangre alrededor del mundo (Dubey, 2003). Este parésito es el agente etioldgico
de la neosporosis, una enfermedad grave para el ganado bovino que ocasiona problemas
reproductivos como el aborto (siendo este el tnico signo clinico) (Dubey and Schares, 2006).
Los estudios sobre la prevalencia de la infeccion por N. caninum destinados a reducir el
impacto en la produccidn ganadera se consideran esenciales debido a las enormes pérdidas
econdémicas que genera tanto para la industria lechera como céarnica alrededor del mundo
(Dubey et al., 2007).
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El diagndstico de la neosporosis se basa en la deteccion de anticuerpos
especificos para el parasito en poblacion bovina adulta y la visualizacién de lesiones en el
cerebro, corazon, higado y fetos abortados vistos por examen inmunohistoquimico (Dubey
et al., 2007). La inmunohistoquimica es una técnica relativamente insensible para detectar el
parasito en los tejidos del hospedero debido al bajo niUmero de quistes y, en ocasiones, por la
baja calidad de los tejidos fetales que pueden autolizarse, momificarse o macerarse
(Collantes-Fernandez et al., 2002), sumado a esto, el tener acceso a los fetos abortados a
tiempo es complicado. La serologia es el método mas utilizado para diagnosticar la
neosporosis en animales vivos (Dubey et al., 2007), pero los ensayos pueden estar limitados
por los resultados falsos negativos en los casos tempranos o cronicos de la infeccién (Yao et
al., 2009) debido a la fluctuacién de los anticuerpos especificos que a veces estan por debajo
de los limites de deteccion de las pruebas seroldgicas (Alvarez-Garcia et al., 2003). Como
alternativa, se han desarrollado métodos moleculares basados en pruebas de PCR anidada y
semi-anidada que tienen la capacidad de amplificar el ADN de N. caninum en tejidos y en
fluidos corporales como sangre, leche y semen (Collantes-Fernandez et al., 2002; Ferre et
al., 2005; Yao et al., 2009).

La PCR se ha utilizado para la deteccion del ADN de N. caninum desde 1996
(Kaufmann et al., 1996; Yamage et al., 1996). Varios marcadores genéticos como el Nc5,
ARNTr-18S y el ITS-1 han sido utilizados en la deteccion de este patdgeno en diversas
poblaciones y hospederos. EI marcador Nc5 ha sido ampliamente validado y utilizado para
la deteccion de N. caninum debido a que, su secuencia Se repite varias veces en el genomay
es una region especifica y exclusiva del parasito, ya que no se encuentra en el genoma de
otros organismos estrechamente relacionados como Toxoplasma gondii, Sarcocystis cruzi o
Hammondia hammondi (Mclnnes et al., 2006; Miiller et al., 1996; Okeoma et al., 2004; Yao
et al., 2009). Los estudios recientes que emplean este marcador, han indicado que esta region
es una de las mas sensibles y especificas para la deteccion de neosporosis, convirtiéndolo en
uno de los genes mas usado para la deteccion del ADN de N. caninum, ya que ofrece
informacion valiosa sobre el estado de infeccién, incluso en ausencia de anticuerpos
especificos (Mclnnes et al., 2006; Ramos et al., 2017) o coinfeccion (Li et al., 2014). Se ha
probado ademas, para demostrar la presencia del ADN del parasito en tejidos de fetos
abortados y fluidos corporales como sangre (Okeoma et al., 2004; Yao et al., 2009), suero
(Barburas et al., 2019; Mclnnes et al., 2006), y semen (Amdouni et al., 2019; Ferre et al.,
2005).

Las tecnicas moleculares ofrecen grandes posibilidades para resolver preguntas con
respecto a la diferenciacion de organismos Apicomplexos (Payne & Ellis 1996). Las
secuencias del ARNr-18S y el espaciador interno transcrito 1 (ITS-1) han sido ampliamente
utilizado en estudios filogenéticos entre taxones estrechamente relacionados. La regién ITS-
1 ha sido un objetivo para el desarrollo de cebadores que pueden diferenciar secuencias entre
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estos coccidios estrechamente relacionados y para identificar variaciones en
diferentes especies de paréasitos, asi como la presencia de variaciones a nivel intraespecifico
(Slapeta et al., 2002).

En Colombia se han realizado reportes que muestran una seroprevalencia muy
heterogénea para el pais para la neosporosis. Estudios realizados en departamentos con
produccion carnica como Cordoba (Cardona et al., 2015) y Caqueta (Motta-Giraldo et al.,
2012) reportaron seroprevalencias del 33 % y 78 % respectivamente. Mientras que las
regiones destinadas a la explotacion lechera como la Sabana de Bogoté y en el departamento
de Narifio, reportaron una seropositividad del 54 % en vacas con antecedentes abortivos
(Zambrano et al., 2001), en Antioquia se reporté una tasa de infeccion del 28 %,
Cundinamarca del 54 % (Llano et al., 2018) y Boyaca del 64 % y 52 % en municipios como
Toca y Tuta (Cruz-Estupifian et al., 2019; Pulido-Medellin et al., 2016). De acuerdo con
estos reportes, Boyaca tiene la segunda tasa mas alta de seroprevalencia de neosporosis en
Colombia, y una de las mas altas para la region andina.

Segun el censo ganadero colombiano del 2017 la industria lactea produce el 24,3 %
del producto interno bruto del pais (ICA, 2017). El departamento de Boyacé es considerado
la columna vertebral de la industria lactea colombiana, ya que los sistemas lecheros altamente
productivos suelen estar ubicados en climas frios de los departamentos del centro y el oeste
del pais (Gobernacion de Boyacd, 2019).

Aunque el departamento de Boyaca es uno de los mas relevantes para la industria lechera
en Colombia, el conocimiento sobre la infeccidn activa por N. caninum en ganado lechero
sigue siendo escasa. En este trabajo se pretende determinar la frecuencia de infeccion
molecular de dos marcadores (Nc5 e ITS-1) y estimar la diversidad genética por medio del
analisis de secuencias nucleotidicas del ITS-1 de Neospora caninum en bovinos de Boyaca.
Para esto se utilizaron dos tipos de PCR (anidada y semi-anidada) y la secuenciacion del gen
Nc5 en muestras de sangre recolectadas de ganado lechero en tres municipios ubicados en la
provincia central de Boyaca con la finalidad de estimar la prevalencia molecular para esta
zona. Adicionalmente, se evalud la estructuracion poblacional y variabilidad genética
encontrada en las secuencias del ITS-1 de N. caninum.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Zona de estudio y muestreo

El estudio incluy6 una muestra de 170 hembras bovinas no prefiadas con edades entre
15 a 84 meses, distribuidas en 8 fincas lecheras de los municipios de Paipa (n=50), Toca (n
=50), y Tuta (n = 70) del departamento de Boyaca (Figura 1). Las fincas se seleccionaron de
acuerdo con el nimero de cabezas reproductivas (mayor a 30) y que hubiesen presentado
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antecedentes de abortos. A cada animal se le tomd informacion de edad, raza y
numero de partos. Dentro del estudio se incluyeron las razas lecheras Holstein, Normando,
Ayrshire y Jersey.

“| Boyaca

Colombia

Figura 1. Ubicacion geogréfica de la zona de estudio. Mapa de Colombia y de Boyaca
con los municipios de Paipa, Toca y Tuta donde se tomaron las muestras de bovinos. Los
nameros representan las fincas incluidas en el estudio.

2.2 Toma de muestras y extraccion de ADN

Entre abril y diciembre de 2018 se tomaron muestras de sangre periférica de la vena
coccigea de cada animal y se almacenaron en tubos estériles que contenian &cido
etilendiaminetraacético (EDTA). Las muestras se transportaron en una cava con pilas de hielo
inmediatamente al Laboratorio de Investigacién de Genética Evolutiva (LIGE), donde se
almacenaron a -20 °C hasta la extraccion del ADN. EI ADN gendmico se extrajo a partir de
200 pl de sangre de cada muestra con una centrifugacion previa durante 2 min a 3000 rpm,
utilizando el kit RealiPrep Blood gDNA Miniprep System (Promega), y siguiendo las
instrucciones del fabricante. La integridad del ADN se comprobé en un gel de agarosa al 2
% teflido con bromuro de etidio y se cuantificé en un espectrofotometro de microplacas
Epoch (BioTek).

2.3 Preparacion del control positivo para N. caninum y limite de deteccion de laPCR
anidada
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El control que se empled para el marcador Nc5 fue el plasmido pGEM-T easy

vector (Promega, Madison, WI, EE.UU.) el cual lleva ligado un fragmento de 350 pb de la
region Nc5 amplificado a partir de la cepa N. caninum Bahia (Ramos et al., 2017). El
plasmido presentd una concentracion inicial de 4 ng/ul, a partir de la cual se realizaron
diluciones seriadas desde 107 hasta 10 usando como solvente el eluido obtenido de la
extraccion del ADN a partir de sangre humana mediante el kit RealiPrep Blood gDNA
Miniprep System (Promega). Esto se realizd con la finalidad de establecer el limite de
deteccion cualitativa de la PCR para Ncb.

2.4 Amplificacion por PCR e identificacion molecular

2.4.1. Region Nc5
Para este marcador se realizé una PCR anidada en dos tubos empleando 2 juegos de

cebadores que amplifican una regién del gen Nc5 (Muller et al., 1996). Para la primera PCR
se realizd con los cebadores externos Np21+ (5" CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAACI ) y
Np6+ (5"CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT3") (Mdller et al., 1996), que amplifican un
fragmento de 350 pb. Para la segunda PCR se usaron los cebadores internos Np9
(5GTTGCTCTGCTGACGTGTCGTTGS3) y Np10
(5 CGAGAGTTCAGTGTTCTGTGTTGAGS3") (Mclnnes et al., 2006) que amplifican un
fragmento de 250 pb. Como control positivo se incluyé el plasmido pGEM-T easy vector
(Promega, Madison, W1, EE.UU.). Como control negativo se utilizo6 ADN extraido a partir
de sangre total de humano. Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 2 %
teflidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta. Cada reaccion de PCR se
llevé a cabo en un volumen de 30 pl que contenia 2 pul de ADN molde (~40 ng/ul) para la
PCR primariay 1,5 pl de amplicon para la PCR secundaria. La mezcla de reaccion se incluyé
1X tag buffer, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,5 uM de cada cebador, 1,25 U de Taq ADN
polimerasa (ExcelTag, SMOBIO Technology, Inc.). Las condiciones de ciclado fueron: 95°C
por 4 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30s, 53°C por 30s, 72°C por 30s; y una extension final
a 72°C por 5 minutos.

2.4.2. Marcador ITS-1
Para el ITS-1 se realiz6 una PCR semi-anidada en un solo tubo con el objetivo de

amplificar un fragmento de 500 pb de la region del 1TS-1 de N. caninum (Figura S1). Se
emplearon los cebadores NNIF (5TCAACCTTTGAATCCCAA3’), NN2R
(5"CGAGCCAAGACATCCAY) (Buxton et al., 1998) y TimllR
(5’CACTGAAACAGACGTACC3’) (Payne & Ellis, 1996). La mezcla de PCR se llevo a
cabo en un volumen de 30 ul que contenia 2 ul de ADN molde (~40 ng/ul),1X taq buffer,
0,2 mM de cada dNTPs, 0,3 uM de cada cebador (NN1, NN2 and Tim11R), 3,0 mM MgCl;
y 1U de Tag ADN polimerasa (ExcelTag, SMOBIO Technology, Inc.). Las condiciones de
ciclado fueron: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 50s, 50°C por 50s, 72°C por 50s;
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y una extensién final a 72°C por 5 minutos. Como control positivo se utilizé una
muestra positiva previamente amplificada para el gen Nc5, y como control negativo se
incluyd ADN extraido de sangre humana. Finalmente, los productos obtenidos de la
amplificacion se visualizaron en geles de electroforesis al 1,2 % tefiidos con FluoroVue™
Nucleic Acid Gel Stain (SMOBIO) en buffer TBE y visualizados bajo luz ultravioleta.

2.5 Estimacion de la sensibilidad y especificidad analitica de la PCR anidada

Para estimar la sensibilidad cualitativa del Nc5 y su extrapolacidn al nimero de parasitos
por volumen presentes en la muestra, se uso la formula propuesta por Dolezel et al. (2003):

Contenido de ADN (pg) del plasmido NC5 =
Tamafio del genoma de N.caninum (pb)/(0,978 x 109)

Para determinar la especificidad de la PCR anidada cada muestra de ADN se proceso por
triplicado y se considerd la muestra como positiva cuando en dos de los tres montajes se
evidencio el producto de amplificacion esperado (224 pb).

2.6 Analisis estadistico de la infeccion

El estudio fue descriptivo, de corte transversal y el disefio del muestreo fue aleatorio
simple. El célculo de la frecuencia de infeccion de cada marcador molecular (Nc5 e ITS-1)
se estim@ para cada finca, basandose en la proporcién de animales que amplificaron sobre el
numero de animales muestreados. La concordancia entre los marcadores utilizados para la
deteccion del ADN de N. caninum se evalu6 mediante el calculo de porcentajes de
concordancia acompafiado de su correspondiente coeficiente Kappa (), intervalos de
confianza del 95% y p-valores, como parametro respecto a su significacion estadistica.

Los datos recolectados de cada hembra bovina como la edad, el nimero de partos y la raza
(variables independientes); y los resultados de las PCRs de N. caninum (variable respuesta)
fueron registrados y analizados por R v.4.1.1 (R Development Core Team, 2012). Se
definieron los factores determinantes calculando la Raz6n de Prevalencia (RP), en donde la
variable respuesta fueron los resultados moleculares obtenidos de ambos marcadores,
mientras que las variables independientes que se recolect6 durante la toma de las muestras
fueron la raza, la edad y el numero de partos. La asociacion entre la presentacion de ADN en
la sangre recolectada y las variables evaluadas se determind mediante la prueba exacta de
Fisher, estos datos se analizaron por medio del paquete estadistico SPSS v.22.0. Se considero
estadisticamente significativo un p < 0,05.

2.7 Secuenciacion
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2.7.1 Region Nc5
Se seleccionaron al azar los productos amplificados de seis individuos incluyendo el

amplicén del plasmido pGEM-T, los cuales se enviaron a Macrogen Inc., Corea del Sur para
el servicio de purificacidn y secuenciacién en ambas direcciones.

2.7.2. Marcador ITS-1
Se seleccionaron los productos de PCR que presentaron mejor calidad e integridad

observada en el gel de agarosa. Un total de 62 muestras se enviaron a Macrogen Inc. Corea
del Sur para el servicio de purificacion y secuenciacion en ambas direcciones.

2.8 Andlisis de secuencias Nc5

Los cromatogramas de casa secuencia se analizaron individualmente y se editaron de
forma manual con el programa BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999). Luego se alinearon para
obtener la secuencia consenso de cada individuo, y asi, realizar un alineamiento mdltiple bajo
los pardmetros por defecto de ClustalW (Thompson et al., 1997) en BioEdit (Hall, 1999). Las
secuencias obtenidas en este estudio, se compararon en la base de datos GenBank mediante
una basqueda de homologia de secuencias de nucle6tidos realizada en el servidor de red del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI) utilizando la herramienta de
busqueda de alineacion local basica (BLASTN). Las secuencias obtenidas se compararon con
secuencias parciales especificas del Nc5 de varios hospederos y origenes geograficos
disponibles en el GenBank (Tabla S2). Se construyo un arbol filogenético bajo el modelo
evolutivo de Kimura 2-parametros (K2p), bajo el algoritmo de Neighbor-Joining con un
soporte de 1000 bootstrap, utilizando el software MEGA v. 11.0.11 (Kumar et al., 2018). Los
analisis de las secuencias y graficos fueron ejecutados en MEGA v. 11.0.11.

2.9 Andlisis de secuencias ITS-1

Los cromatogramas obtenidos de cada secuencia se analizaron con el programa
BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999). Se obtuvo un alineamiento de secuencia multiple con el
algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1997) implementado en BioEdit v.7.0.9.0 (Hall, 1999).
Para estimar la variabilidad genética y la diferenciacion entre las muestras, se calculo el
namero de sitios de segregacion (S), nimero de haplotipos (h), diversidad nucleotidica (r) y
la diversidad de haplotipos (Hd) utilizando el programa DnaSP v. 6 (Librado & Rozas, 2009)
y se construy6 una red de haplotipos utilizando el método de unién media con el programa
Network v. 10 (http://www.fluxus-engineering.com) utilizando pardmetros predeterminados,
para inferir las relaciones entre los haplotipos y sus abundancias. Por ultimo, para identificar
si las poblaciones estudiadas presentan una estructuracion genética se realiz6 un anélisis de
varianza molecular (AMOVA) usando el programa GenAlEx v. 6.5 (Peakall & Smouse,
2012). El analogo al indice de fijacion Fst, el ®st, se infirio como parametro para la
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estructura genética de la poblacion utilizando el programa GenAlEx v.6.5 (Peakall
& Smouse, 2012).

3. RESULTADOS

3.1 Limite de deteccion de la PCR para Nc5

La concentracion inicial del plasmido Nc5 fue de 4 ng/ul de ADN y se observo una
amplificacion detectable de un fragmento de ~300 pb hasta la dilucion de 107 (0,004 ng/ul)
con los cebadores externos (Figura 2A). Con la aplicacion de la formula del contenido de
ADN nuclear (Dolezel et al., 2003), y basandose en el tamafio del genoma reportado para N.
caninum (61 Mb) (Reid et al., 2012), se estimé la cantidad de ADN que tendria un individuo,
dando como resultado 0,0624 pg de ADN por taquizoito. Por ultimo, teniendo en cuenta la
dilucién 102 y el ADN presente en un taquizoito se logrd estimar el limite de deteccion
cualitativa de la PCR, que corresponde aproximadamente a 64 parasitos por volumen de
sangre analizada (200 pl).

3.2 Amplificacion de la regién Nc5 de N. caninum

El analisis del Nc5 indic6 que 23 de las 170 muestras evidenciaron un amplicon de
250 pb (Figura 2B). De estas el mayor numero (10) correspondié a muestras de Paipa,
seguido por Toca (7) y finalmente Tuta (6) (Figura 3). Las 23 hembras positivas tenian mas
de 36 meses de edad, aunque ninguna se ubico en el rango de 15 a 35 meses. De esta forma,
la prevalencia molecular en sangre estimada a partir del Nc5 fue del 13,5%, variando de 6,3%
en lafinca#3 a 37,5 % en la finca #2 (ambas de Toca) (Figura 3; Tabla S3). Ninguna muestra
positiva para Nc5 (i.e. no se encontr6 ADN de N. caninum) fue identificada en la finca #5 de
Tocay en la finca #7 de Tuta (Figura 3). Con relacién a la raza, la prevalencia obtenida para
las vacas Holstein fue de 18% (22 animales positivos / 122 animales muestreados) y para la
raza Normando la prevalencia encontrada fue de 2,8% (1 animal positivo/ 36 animales
muestreados). La informacion recopilada de cada animal y la positividad encontrada se
detalla en la Tabla S1.
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Figura 2. Electroforesis del marcador Nc5 de N. caninum. A) Amplificacion del
plasmido pGEM-T easy vector Nc5 diluido en serie con los cebadores externos Np21+ y
Np6+. Carril: M. marcador de peso (100 pb), diluciones en base 10 (10-1 a 10-4), carril (-):
control negativo. B) Amplificacion Nc5 utilizando los cebadores internos Np9 y Np10 en
muestras de sangre de bovinos. Carril 1: control positivo (dilucién plasmido 10-3). Carril 2:
Paipa01. Carril 3: Paipa02. Carril 4: Paipa03. Carril 5: TutaO1. Carril 6: control negativo.

3.3 Amplificacion del ITS-1 de N. caninum

A partir de la amplificacion del ITS-1 se estim6 una prevalencia molecular de 58,3%
(Figura 3). En todas las fincas se encontraron muestras que amplificaron la region del ITS-1
para N. caninum (Figura 4). Las fincas con menor prevalencia fueron la #2 de Toca (25%) y
la #7 de Tuta (30%), mientras que la mayor prevalencia fue evidenciada en la finca #1 de
Paipa (Figura 3; Tabla S3). Las 100 hembras positivas tenian edades entre 15 a 84 meses.
Las hembras en edades entre 37 a 72 meses presentaron mayor positividad al parasito (46
animales positivos/ 77 animales muestreados) (Tabla S1). Con relacion a la raza la
prevalencia obtenida para Holstein fue de 65,6% (80 animales positivos/ 122 animales
muestreados), mientras que Normando presentd una prevalencia molecular de 30,6% (11
animales positivos/ 36 animales muestreados) (Tabla S1).

Figura 3. Frecuencia de infeccién molecular del ADN de N. caninum analizada en muestras
de sangre de hembras bovinas en Boyaca, Colombia
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Figura 3. Frecuencia de infeccion molecular de N. caninum en muestras de sangre. Se
reporta la amplificacion del ADN por PCR encontrada con cada marcador en las 8 fincas
muestreadas. Los asteriscos representan el rango del p-valor, donde todoas fueron
significativas.

1234567

Figura 4. Electroforesis de la PCR semi-anidada de la region ITS-1 de N. caninum. A)
Carril M: marcador de peso (100 pb), carril 1: Pa06, carril 2: Pal6, carril 3: Pa20, carril 4:
Pa25, carril 5: Pa28, carril 6: Pa37, carril 7: ADN extraido de sangre humana y carril 8:
control negativo (agua ultrapura). B) Carril 1: Tc15, carril 2: Tc21, carril 3: Tc26, carril 4:
Tc31, carril 5: Tc36 y carril 6: Tc45. C) Carril: 1: Tu02, carril 2: Tu09, carril 3: Tul?, carril
4: Tu26, carril 5: Tu38, carril 6: Tu47, carril 7: Tu63.

Nomenclatura de las muestras: Pa: Paipa, Tc: Tocay Tu: Tuta.
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3.4 Identificacion molecular de N. caninum

Debido a que la frecuencia de infeccion (i.e nUmero de muestras positivas/ total)
fueron diferentes entre marcadores, se realizd una comparacion de cada individuo a fin de
ofrecer un valor consenso de positividad para N. caninum (Tabla 1). De los 170 individuos
analizados 15 fueron positivos para ambos marcadores (Nc5 e ITS-1), 108 amplificaron para
solo uno de los dos, y los restantes 62 no amplificaron para ninguno (Tabla 1). La raza con
mayor nimero de individuos muestreados en los 3 municipios fue Holstein (n=122), seguida
de la raza Normando (n=36) (Tabla S1). Se encontré una significancia estadistica en la raza
Normando (p=0,0316), lo que infiere que los bovinos de esta raza tienen menos probabilidad
de infeccion. Ademas, no hubo diferencia estadistica significativa (p>0.05) por edad ni por
el nimero de partos frente a la proporcion de vacas positivas que presentaron la amplificacion
del ADN de N. caninum.

Tabla 1. Nimero de hembras con ADN de N. caninum detectado en muestras de sangre.

Marcador NuUmero de animales
positivos/total (porcentaje) Total

Municipio  Paipa Toca  Tuta

Nc5 10/50 7/50 6/70 23/170
(20%) (14%)  (8.6%)

ITS-1 46/50 24/50  30/70 100/170
(92%) (48%)  (43%)

Nc5e ITS-1 10/50 4/50 1/70 15/170
(20%) (8%) (1.5%)

Nc5o0 ITS-1 46/50 27/50  35/70 108/170

(92%)  (54%)  (50%)

3.5 Analisis de secuencias de Nc5

Las secuencias parciales obtenidas de la region Nc5 y el plasmido (control positivo
para Nc5) fueron comparadas con la secuencia de referencia depositada en el GenBank
(codigo X84238.1). El tamarfio del fragmento que se obtuvo de la secuenciacion fue de 257
pb (Figura 5). El alineamiento de secuencias mdltiples indico que las 5 secuencias de N.
caninum tenian una similitud del 97,58 - 99,21% con respecto a las secuencias de Nc5
depositadas en el GenBank. Las secuencias obtenidas de los tres municipios mostraron
algunas, pero pocas, diferencias frente a la secuencia de referencia y el plasmido, asi como
entre ellas. Las muestras colombianas compartieron 7 sustituciones de nucleétidos y la
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insercién de una adenina en la posicidén 733, ademas, se observaron 8 indels en la
muestra Pa05 (Figura 5).

Nc5_X84238.1 G el q
PGEM-T_Kc5 G el G
Pa0s G GG E
Pa06 G GG <
Pa27 G leles G
Tcls G leles G
Tu08 G leled 3
+ + +
617

Nc5_X84238.1 GG et

PGEM-T_Ncb leled el

Pa0s e c

Paoe e c

Pa27 el G

Tcls e c

Tu0s e c

705

Nc5_X84238.1 g -GGHGOEEG (el Welele] [ele GG

PGEM-T Ncb G G -GGHGOREG e lelel [ele) GG

Pa0s G G G G (el Welele) (el . (ele!

Paoe G G e COBEG (el Welels) (el (ele!

Pa27 G G e COBEG (el Welels) (el (ele

Tcls G G (e -G (el Welels) el (ele

Tu08 G G G s (e Gl ceclBce (ele

+ +

Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias parciales del Nc5 de N. caninum. Se
incluye la secuencia control del plasmido PGEM-T vy la secuencia de referencia obtenida del
GenBank (codigo X84238). Los nimeros indican las posiciones relativas del alineamiento
tomando de guia la secuencia de referencia, y el simbolo (+) indica las sustituciones de
nucledtidos en todas las muestras.

El alineamiento mdaltiple utilizado para construir el arbol filogenético fue de un
tamafio de 250 bases, donde 199 sitios estaban conservados y 51 sitios presentaron
variaciones mutacionales, la diversidad nucleotidica fue baja (0,01388), mientras que la
diversidad haplotipica fue alta (0,952), lo que indica que existe poca variacion en esta region,
ademas, las secuencias analizadas presentaron gran analogia entre ellas. En el arbol
filogenético se observan 3 clUsteres, pero no se evidencia una relacion que se explique por el
tipo de hospedero o el origen geografico (Figura 6).
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Figura 6 Arbol filogenético a partir de secuencias del Nc5 de Neospora caninum.
Anédlisis filogenético basado en las secuencias Nc5 de N. caninum de diferentes origenes
geograficos y hospederos. La secuencia de referencia para el gen Nc5 (X84238) con que se
hizo el alineamiento multiple y en linea roja, son las secuencias obtenidas en este estudio.

Los analisis de diversidad realizados para la region Nc5 mostraron baja variabilidad y pocos
cambios mutacionales, indicando que es una region que tiene baja tasa de mutacion y no es
apropiada para estimar diversidad genética, razon por la cual, no se realizaron mas analisis.

3.6 Analisis de diversidad basado en secuencias del 1TS-1

De la totalidad de 62 secuencias seleccionadas se hallaron 16 sitios variables (S) y 27
haplotipos (h), con una diversidad haplotipica (Hd) de 0,851 y una diversidad de nucle6tidos
() de 0,00771 (Tabla 2). Si bien, las 8 fincas presentaron valores de diversidad haplotipicas
similares (a excepcion de la finca 7), la finca 2 del municipio de Toca presentd la mayor
diversidad nucleotidica (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de los indices de diversidad genética de las secuencias de la region
ITS-1 de N. caninum de hembras bovinas de Boyaca, Colombia.

Municipio  Finca n S h Hd (= SD) nt (£ SD)

Paipa 1 25 15 14 0,890 (0,052) 0,00906 (0,00120)
2 2 5 2 1,0 (0,500) 0,01064 (0,00532)
Toca 3 7 7 5 0,857 (0,137) 0,00608 (0,00116)
4 6 10 6 1,0 (0,096) 0,00879 (0,00212)
5 6 7 4 0,800 (0,172) 0,00695 (0,00165)
6 6 8 5 0,933 (0,122) 0,00780 (0,00137)
Tuta 7 6 5 3 0,600 (0,215) 0,00440 (0,00187)
8 4 6 3 0,833 (0,222) 0,00780 (0,00207)

Total
Total 62 16 27 0,851 (0,042) 0,00771 (0,00062)

Notaciones: n: niamero de secuencias ITS-1; S: nimero de sitios variables; h: namero de haplotipos;
Hd (£ SD): diversidad de haplotipos (desviacion estandar); m (= SD): diversidad nucleotidica
(desviacion estandar)

La red de haplotipos evidencié una alta diversidad que es el resultado de la abundante
presencia de haplotipos de baja frecuencia, es decir, hay 24 haplotipos Gnicos (Figura 7;
Tabla S4)). No obstante, se logro identificar la presencia de haplotipos altamente frecuentes
en los 3 municipios (haplotipos H_1, H 9 y H_10; Tabla S4). El analisis de la relacion
haplotipica indica una baja diferenciacion genética entre los parasitos de los diferentes
municipios y fincas. Este resultado, indica que no hay una diferenciacion poblacional ni
geografica de N. caninum; lo cual fue soportado por el AMOVA, el cual determind que el
100 % se atribuye a la variacion dentro de las poblaciones. El estimador del indice de fijacion
dst (0,017; p>0,6), indico que no existe una estructuracion significativa entre las muestras
como posible producto del alto flujo génico.
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Figura 7. Red de haplotipos de la region ITS-1 de N. caninum. Red de haplotipos de
union mediana para ITS-1 en individuos de N. caninum de las poblaciones de Boyaci,
Colombia. El tamafio de los nodos es proporcional a la frecuencia de los haplotipos; los nodos

en blanco representan haplotipos hipotéticos. Los colores representan el municipio de origen
como se sefiala en la figura.

Se realizo un &rbol filogenético con las secuencias del ITS-1 obtenidas en este estudio, que
soportan lo encontrado en la red de haplotipos, indiciando que hay una Gnica poblacién de
N. caninum circulando en los bovinos de estos tres municipios, y que no existe diferencia
alguna entre la raza o la finca (Figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético de las secuencias del ITS-1 de N. caninum. Analisis
filogenético basado en las secuencias parciales del ITS-1 de N. caninum agrupadas por raza
y municipio.

4. DISCUSION

En el presente estudio se describe los valores de prevalencia molecular estimados en
sangre de bovinos de Boyacéa a partir del analisis molecular de dos marcadores genéticos
previamente reportados para la deteccion de N. caninum. Adicionalmente, se presenta por
primera vez para Colombia un abordaje de la diversidad genética de este parasito.

En general, el municipio de Paipa presentd la mas alta prevalencia molecular para
ambos marcadores, mientras que el municipio de Tuta fue el que evidenci6 la menor
prevalencia con los dos marcadores evaluados. Este estudio registrd, ademas, un rango de
prevalencia total con Nc5 de 13,5 % y con ITS-1 de 58,3 % de infeccion por N. caninum en
ganado lechero de Boyaca. Estos resultados indican una dinamica de infeccion variable tanto
a escala micro (finca) como regional (departamento) y, ademas, demuestran diferencias en
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los niveles de sensibilidad de deteccién entre ambos marcadores genéticos. No
obstante, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran una infeccion aguda y la
presencia de taquizoitos circulando en hembras no gestantes de Boyaca.

En los ensayos de PCR, algunas muestras fueron positivas para la region 1TS-1, pero
no amplificaron la secuencia Nc5; esto se evidencié de manera similar en otros estudios
(Truppel et al., 2010; Liu et al., 2019); también se observé que algunas muestras fueron
positivas para la region Nc5, pero no fueron positivas para la regiéon ITS-1, lo que es
consistente con otros trabajos (Jenkins et al., 2007; Truppel et al., 2010; Malaguti et al.,
2012). Aunque aun no se ha descrito la explicacién para la diferencia en la amplificacion de
ambos marcadores, esto puede explicarse por diferencias en la sensibilidad de la reaccion, el
método de variacion de la PCR o al nimero de copias presentes en el genoma (Gondim et
al., 2004; Slapeta et al., 2002, Al-Qassab et al., 2010). Adicionalmente, es posible que exista
una variabilidad nucleotidica en las secuencias de estas regiones. Aunque, no se ha estudiado
con exactitud el nimero de copias que tiene cada uno de estos marcadores en el genoma de
N. caninum, si se conoce que el numero estimado de copias del ADNr de Toxoplasma gondii
es de 110, con un tamafio de 7,5 Kpb organizados en tdndem (Guay et al., 1992). Ademas,
se ha estimado que el nimero de copias del ADNr para el parasito formador de quistes
Eimeria tenella es de 140 (Shirley, 2000). Recientemente se ha ensamblado el genoma de N.
caninum por secuenciacion de nueva generacion (NGS), donde se revela que el genoma de
N. caninum fue ensamblé originalmente de manera incorrecta bajo la presuncion de sintenia
con la especie hermana T. gondii, ademas, el cariotipo reportado para ambos parasitos se
redujo a 13 cromosomas y se identificaron mas de 500 genes nuevos para N. caninum. Los
resultados de este trabajo permitieron corregir los artefactos de ensamblaje que actualmente
se encuentran distribuidos en la base de datos (Berna et al.,2001).

De las 170 muestras procesadas, la presencia del ADN de N. caninum se detecto en
92 hembras en edades superiores a los 36 meses de edad, mientras que en las menores a 36
meses solo se hall6 en la mitad de las muestras. Estos reportes concuerdan con los estudios
serologicos realizados en el departamento de Boyacd, donde se ha reportado un aumento de
la seropositividad al parasito a medida que el animal envejece (Pulido-Medellin et al., 2013;
2016 y Cruz-Estupifian et al., 2019). Ademas, se ha reportado en otros estudios serolégicos,
que el riesgo de seropositividad aumenta a mayor edad, tanto en ganado de carne como de
leche (Dubey et al., 2007), sugiriéndose que la transmision horizontal tiene particular
importancia en algunos rebafios. En otro trabajo se observo que en vacas de 12 a 24 meses
de edad tenian seroprevalencias mas bajas que aquellas mayores a 24 meses (Guimaraes et
al., 2004). De forma similar, un estudio realizado en el sur de Brasil en 41 vacas lecheras con
antecedentes de aborto, se determind que aquellas con més de 36 meses de edad tenian mayor
riesgo de ser seropositivas a neosporosis (Macedo et al., 2017). Resultados similares se
encontraron en ranchos ganaderos de México, donde analizaron la seropositividad a la
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neosporosis en 821 bovinos, las hembras de 24 meses de edad tuvieron la
seroprevalencia mas baja (15,2 %), seguidas del grupo de 36 meses de edad (24,1 %)
(Montiel-Pefia et al., 2011).

El anélisis cualitativo para la PCR anidada del Nc5 fue estimado a partir de la
dilucion del plasmido, el cual indicé que el limite de deteccion es cercano a al menos 64
parasitos por volumen de sangre periférica analizada (200 ul). Se ha reportado que la
parasitemia en N. caninum es variable y baja durante los periodos no gestacionales (Okeoma
et al., 2005), ademas, la sangre proporciona el medio de transporte para que los taquizoitos
se logren dispersar a otros Organos, ya que durante la parasitemia N. caninum viaja
intracelularmente dentro de las células sanguineas mononucleares periféricas (Okeoma et al.,
2004). Encontrar el parésito en la sangre podria indicar dos escenarios: 1) evidencia de una
infeccién aguda con taquizoitos que estan circulando en el torrente sanguineo, o 2) una
infeccién latente con bradizoitos liberados, que se convertiran en taquizoitos para luego
formar nuevos quistes en otros tejidos (Dubey, 2003; Okeoma et al., 2004; Yao et al., 2009).
En este estudio, el haber encontrado ADN de N. caninum en la sangre de vacas no gestantes
significaria algunos de los escenarios mencionados. Por eso, es necesario profundizar en
estudios sobre la prevalencia en sangre en vacas gestantes y no gestantes para tener un mejor
panorama del comportamiento de la neosporosis en etapa aguda o reinfeccion.

En este estudio se reportd que la sensibilidad de la PCR anidada del Nc5 es de 0,004
ng/ul de ADN, ya que, por debajo de esta, el control positivo (plasmido) no amplifico con
éxito. En un estudio previo se cuantifico por PCR en tiempo real el ADN de N. caninum
presente en la sangre de vacas naturalmente infectadas, encontrandose una concentracién de
ADN de N. caninum en 1 ng de ADN gendémico bovino entre 0,097 ng a 0 ng en vacas que
habian abortado; mientras que, en vacas prefiadas, la concentracion de ADN del parasito
oscilo entre 0,080 ng a 0,155 ng (Okeoma et al., 2005). Un trabajo realizado en semen y
sangre en toros naturalmente infectados report6 una relacion cuantificada por PCR en tiempo
real de 1 a 10 parasitos/ml de semen analizado (Ferre et al., 2005). En este trabajo se estimé
que las muestras positivas por PCR anidada contenian como minimo 64 parasitos/200 ul de
sangre en vacas no gestantes, lo cual podria sugerir que la parasitemia por N. caninum es alta
y gque los animales estarian pasando por una infeccion activa.

Los resultados de la variacion de las secuencias parciales del Nc5 confirman su bajo
grado de variacion entre ellas y la baja diferenciacion con otros aislamientos alrededor del
mundo. La comparacion con secuencias de diversos origenes geograficos y bioldgicos
permitio identificar que se agrupaban méas con secuencias de vacas de China y Bisonte de
Polonia. Un estudio realizado en Iran, donde se obtuvo 34 secuencias de diferentes
hospederos, a partir de la amplificacion del gen Nc5 por PCR anidada, presentaron alta
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homologia frente a las reportadas en bases de datos y ligeras diferencias entre si
genéticamente (Gharekhani et al., 2022).

Por otro lado, el analisis de las secuencias del ITS-1 presentaron alta diversidad
haplotipica con minima diferenciacién poblacional, lo que indica, que no hay una
estructuracion poblacional de N. caninum entre los municipios evaluados y que, en estos,
circula una sola poblacién. Este resultado podria deberse a un alto grado de flujo genético y
la cercania evolutiva (i.e. origen reciente) de las poblaciones muestreadas. Los resultados
intrapoblacionales de N. caninum en Boyaca alcanzados en este trabajo contrastan con los
hallados a escalas regionales en poblaciones de México, Brasil, Uruguay y Europa, donde
notables diferencias interpoblacionales han sido reportadas (Gondim et al., 2004; Regidor-
Cerrillo et. al.,2006; 2013; Pedraza-Diaz et al., 2009; Al-Qassab et al., 2010; Cabrera et al.,
2019). Si bien, los resultados de diversidad hallados con el ITS-1 confirman su utilidad para
estudios de variacion poblacional en aislamientos bovinos, tal y como ha sido reportado por
Gondim y colaboradores (2004), y en este trabajo se evidencio una alta diversidad
haplotipica; se sugiere que para futuras investigaciones se indague la estructura poblacional
y diversidad genética con marcadores mas resolutivos como los microsatélites, analizando
mas muestras y provenientes de méas origenes geograficos.

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte realizado en Colombia acerca de la deteccién y prevalencia
molecular en sangre de N. caninum en ganado lechero, el cual indica una infeccion activa en
el ganado vacuno de Boyacéa proveniente de una unica poblacion de parésitos con alto flujo
genético y origen evolutivo comun. Estos resultados son importantes como punto de partida
para el desarrollo de futuros estudios sobre la deteccién molecular de N. caninum que sirvan
para el diagnostico temprano de la neosporosis y un mejor control epidemioldgico de la
infeccion. Los resultados de este estudio proporcionan informacion molecular sobre la
infeccién activa por N. caninum en vacas lecheras no gestantes provenientes de fincas con
antecedentes de aborto. Se puede esperar que en el futuro estos resultados contribuiran a
revelar el papel de la neosporosis para el departamento y el pais, asi como ayudar a
implementar estrategias de vigilancia epidemiolégica. Ademas, es importante resaltar, que
este fue el primer trabajo realizado en Colombia que indago en la diversidad genética de N.
caninum, el cual servird como punto de partida para profundizar en su variabilidad genética
y estructura poblacional, y asi enfocar més estudios que busquen comprender la virulencia
del parasito y sus dindmicas poblacionales.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere que se realicen mas estudios de deteccién molecular en sangre en Boyaca y en
toda Colombia, recopilando a su vez datos serologicos de la infeccion por neosporosis. Que
se incluyan un mayor nimero de muestras y zonas de estudio mas alejadas para evaluar asi,
la existencia 0 no de una estructuracion genética poblacional. Ademas, seria ideal incluir en
los estudios, el analisis molecular en muestras de heces caninas, ya que se sabe que el perro
cumple un papel importante en el ciclo de vida de este parasito, lo cual permitira abordar
estudios de epidemiologia molecular y brindar un mejor panorama y comprension de la
neosporosis en Colombia.

Se recomienda abordar estudios sobre la diversidad genética de N. caninum presente en
Colombia, lo cual permitira tener un panorama mas elaborado sobre la neosporosis, su
virulencia y grado de variacién genética; que permitiran un mejor manejo y tratamiento de la
Neosporosis.

Tambien se resalta la importancia de conocer mejor el genoma de N. caninum a traves de
estudios donde se secuencia este por medio de herramientas de secuenciacion de tercera y
cuarta generacion, que permitiran resolver inquietudes sobre la cantidad de ADN repetitivo,
variaciones puntuales en base a la virulencia y demas.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Informacion de los bovinos muestreados en el estudio. (Disponible solo en
version digital).

Tabla S2. Informacion de las secuencias de Nc5 obtenidas del GenBank. Origen y
cédigos de acceso de GenBank de las secuencias del gen Nc-5 de N. caninum utilizadas en
el andlisis filogenético.

Country Biological origin Accession number
Argentina Goat MG973171-72
Australia Wolf GU194961-65
Bird MK570535-90
China Pig MK751592-94
Cow MT340526-28
EF581827
Sheep KR106181-85
MH841974
Bird KP702735-37
Dog KY124528-29
MT709289-96
Iran MT709308
Bull MT955653-59
MH884746-47
Cow MT709285-88
MT709304-07
MT766317
Israel Crow KR858302-03
New Cow AY459289
Zealand
Poland Bison HM031965-66
Cow EF463098-99
Romania Buffaloes MKO012391-95
Spain AY494944
United Wolf KF649844-48
States Deer AY911514
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Tabla S3. Prevalencia molecular del ADN de N. caninum analizada en
muestras de sangre de hembras bovinas en Boyaca, Colombia. Intervalo de confianza al

95% (1.C)
Marcador Nc5 ITS-1
A . Animales Animales  Prevalencia Animales Prevalencia
Municipio Finca muestreados positivos (%) S0 ee positivos (%) SRolls
Paipa 1 50 10 20 105-341 46 92 79,9-974
Toca 2 8 3 375 10,2-741 2 25 45-644
3 16 1 6,3 0,33-323 9 56,3 30,6-79,2
4 13 3 231 6,2-54 4 31 104-61,1
5 13 0 0 0-283 9 69 38,9-89,6
Tuta 6 17 2 118 2,1-3177 11 65 38,6-84,7
7 20 0 0 0-20 6 30 12,8-543
8 33 4 12 4-29,1 13 39 234-578
Total 170 23 135 8,9-19,8 100 58,3 51-66,2

Tabla S4. Informacién de haplotipos de ITS-1. Descripcion de los haplotipos analizados
y su origen geografico (finca).

Municipio Paipa Toca Tuta
Finca

Haplotipos | Frecuencia
H 1 23

H 2
H_ 3
H 4
H5
H_6
H 7
H 8
H 9
H 10
H 11
H 12
H 13
H 14
H_15

X O [X [ X [ X | X [ X X |[X [X |[X [X |X [X |X
x
x

Rk, Rk Rr N oWk R R Wk -
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Figura S1. Alineamiento de los cebadores de ITS-1. Esquema del alineamiento de los
cebadores empleados en el estudio. Los numeros corresponden al nucle6tido ubicado en esa
posicion segun la secuencia disponible en el GenBank (codigo L49389.1). A) Alineacion de
cada cebador con la referencia. B) Ubicacion de los cebadores en cada gen del ADN
ribosomal.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de aceptacion del articulo

B Cicitifica @

SR B TR b gy ik CID':

EL COMITE EDITORIAL DE LA REVISTA CIENTIFICA
CERTIFICA QUE:

El articulo titulado *GENETIC DETECTION OF NEOSPORA
CANINUM IN THE BLOOD OF DAIRY CATTLE FROM
ED?AC.&__CULGMBIA“ del cual son autores Tania Alejandra
Correa Castro, Andrés Mauricio Gomez Palacio v Martin
Orlando Pulido Medellin fue aprobado v sera publicado en el
tercer numero de 2021 (42-3).

El presente centificado se expide a solicitud del interesado a los
28 dias del mes de abril de 2021.

Atentamente,
Flaticoca Fallege

Dra. Patricia Gallego Torres
Editora de la Revista Cientifica

Pevista Ciennfica ISSN 0124-2253 Centro dz Investizacionss ¥ Desarrollo Cienfifico
Universidad Dismital Frandisoo Jose dz Caldas
Camera 7 Mmmemo 40-53 Tencer Piso- Hogotn Colombia
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Anexo 2. Formato presentacion articulo en la Revista Cientifica.

®  Cigiitifica  ®

CIbC

ARTICULD DE IMVESTIGACION CENTIFICL ¥ TECHOLOGICA

EERERSILLE METWTRL
WA CYALT] |38 [ AL BN finlrital odu

Genetic Detection of Neospora caninum in the Blood of Dairy Cattle from
Boyacd, Colombia

Deteccion genética de Neospora caninum en sangre de ganado lechero de Boyaca,
Colombia

Detecgdo genética de Neospora caninum no sangue do gado leiteiro de Boyaca,
Coldmbia

Tania-Alapndm Coemea Casm
Andrés-Mawricio Gdmaz-Falacio”
Martin-Crlando Pulido-bedallin®

Eeceived: december 2020 Accepled: apeil 2021

How o dibe: Cormaa-Casmm, T A, Gimeaz-Ralacia, A M. y Pulido-Medellin, AL 0L (20211, Ganmic Demection of
Meospor caninum in the Blood of Dairy Canle from Boyacd, Colombia. Revisa Cianofica, 410, 252-263,

Absbract

MNecspon caninum is 1 pasmsite of the phylum Agi-
complexa thai causes significam economic loses
for cattle husbandry worldwide. Despiie s rele-
vanca, information regarding infection prevalanca
in endemic araas of Colombia is scance. Provious
studies have repomad a high seropenakence in
dairy casle fmm Boyacd, which suggess a signifi-
cant risk facior for active ransmission of neceporn.
sis. Howaves, thera is no availabla data conceming
the infaction stage or the presence of said parasia
in the peripheral blood of dairy cartle. In this sudy,
peneiic daiecion of W, canioum was camied o
using a nemed PCR with an Ne-5 marker on pe-
riphemal blood samples from dairy cows in the mu-
nicipalities of Paipa, Toca, and Tuta. Four positiva

samples were sequented through the Sanger math-
od, which wera then edited, aligned, and compared
in sequences available in the {enBank dambase.
The pamsite’s DA was dmaced in 23 ow of 170
analyzed blood simples. & qualitative dessction
limit was estimaied (~64 pamsites par voluma of
blood sampled). This is the first mpot of DMA da-
tection of N. canimum throsgh PCR in blood from
Colombian dairy cartle. Theraupon, further sudies
abous N. cammum molecular desecion and popu-
lation genetics in catthe periphesl blood could be
very usaful for the sarly diagnaosis of neoepornsis
and creating more affective epidemiological s
weillance simirgias.

Keywonds: dairy catle; genetics; molecular detec-
tior; nasted PCR; necspormsis.
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Consec L . Amp!ifi Amp!iﬁ
utivo Municipio | Codigo | cacion | cacion Raza Edad N° partos
Nc5 ITS-1
1 |Paipa Pal Si Si Holstein >6 anos 3ab
2 |Paipa Pa2 No Si Holstein >6 afios 6a8
3 |Paipa Pa3 No Si Holstein >6 anos 6a8
4  |Paipa Pa4 No Si Holstein >6 afios 6a8
5 |Paipa Pab Si Si Holstein >6 anos 3ab
6 [Paipa Pa6 Si Si Holstein >6 afos 3ab
7 |Paipa Pa7 No Si Holstein >6 afnos 3ab
8 [Paipa Pa8 No Si Holstein >6 afios 6a8
9 |Paipa Pa9 No Si Holstein >6 anos 3ab
10 |Paipa Pal0 No Si Holstein >6 afios 3ab
11 [Paipa Pall No Si Holstein >6 anos 3ab
12 |[Paipa Pal2 No Si Holstein >6 afios 3ab
13 [Paipa Pal3 Si Si Holstein >6 afios 3ab
14 [Paipa Pal4 Si Si Holstein >6 afos 3ab
15 [Paipa Pal5 No Si Holstein >6 afios 3ab
16 |Paipa Pal6 No No Holstein >6 afos 3ab
17 |[Paipa Pal7 No Si Holstein >6 afios 3ab
18 |Paipa Pal8 No No Holstein >6 afos 3ab
19 [Paipa Pal9 No Si Holstein >6 afios 3ab
20 |Paipa Pa20 No Si Holstein >6 afos 3ab
21 [Paipa Pa2l No Si Holstein >6 afios 0a2
22 |Paipa Pa22 No Si Jersey >6 afnos 3ab
23 |Paipa Pa23 Si Si Holstein >6 afios 3ab
24 |Paipa Pa24 No Si Holstein >6 afos 3ab
25 [Paipa Pa25 No No Holstein >6 afios 3ab
26 |Paipa Pa26 No Si Holstein >6 afos 3ab
27 |Paipa Pa27 Si Si Holstein 3-6 afnos 3ab
28 |Paipa Pa28 No Si Holstein 3-6 afos 3ab
29 [Paipa Pa29 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
30 |Paipa Pa30 No Si Holstein 3-6 afnos 3ab
31 [Paipa Pa3l No Si Holstein 3-6 afnos 3ab
32 [Paipa Pa32 No No Holstein 3-6 afos 0az2
33 [Paipa Pa33 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
34 |Paipa Pa34 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
35 [Paipa Pa35 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
36 |Paipa Pa36 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
37 |Paipa Pa37 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
38 |Paipa Pa38 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
39 [Paipa Pa39 Si Si Holstein 3-6 afnos 0az2
40 |Paipa Pa40 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
41 |Paipa Pa4l No Si Holstein 3-6 afnos 0az2




42 |Paipa Pa42 Si Si Holstein 3-6 afnos 0az2
43 |Paipa Pa43 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
44 |Paipa Pad4 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
45 |Paipa Pa45 No Si Holstein <3 afnos 0az2
46 |Paipa Pa46 No Si Holstein <3 afos 0az2
47 |Paipa Pad7 No Si Holstein >6 anos 3ab
48 |Paipa Pa48 Si Si Holstein >6 afios 3ab
49 |Paipa Pa49 No Si Holstein 3-6 anos 3ab
50 [Paipa Pa50 No Si Holstein 3-6 afnos 0az2
51 (Toca Tcl No Si Normando | 3-6 afios 0az2
52 |Toca Tc2 No No Normando | >6 afios 3ab
53 [Toca Tc3 No No Holstein 3-6 afnos 0az2
54 |Toca Tc4 Si No Holstein 3-6 afos 0a2
55 |Toca TcS No No Ayrshire <3 afnos 0az2
56 [Toca Tc6 Si No Holstein 3-6 afos 0a2
57 |[Toca Tc7 No Si Holstein <3 afios 0az2
58 [Toca Tc8 No No Normando | <3 afios 0a2
59 |Toca Tc9 No No Normando | <3 afios 0a?2
60 |Toca Tc 10 No Si Normando | <3 afios 0a2
61 |Toca Tc 1l No No Ayrshire <3 afos 0az2
62 |Toca Tc 12 No No Holstein 3-6 afos 0a2
63 |[Toca Tc 13 No Si Holstein >6 afios 3ab
64 [Toca Tc14 No Si Jersey 3-6 afos 0a?2
65 [Toca Tc 15 Si Si Holstein 3-6 afos 0az2
66 |Toca Tc 16 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
67 [Toca Tc 17 No Si Jersey 3-6 afnos 0az2
68 |Toca Tc 18 No No Holstein >6 afos 6a8
69 [Toca Tc 19 No Si Holstein <3 afios 0az2
70 |Toca Tc 20 No Si Jersey <3 afios O0a?2
71 |[Toca Tc21 No No Holstein 3-6 afios 0az2
72 |[Toca Tc 22 No No Normando | <3 afios 0a2
73 |[Toca Tc 23 Si No Holstein 3-6 afnos 0az2
74 |[Toca Tc 24 No No Holstein 3-6 aflos 0a2
75 |Toca Tc 25 No No Holstein 3-6 afios 0a?2
76 |[Toca Tc 26 No Si Jersey 3-6 afos 0az2
77 |Toca Tc 27 No No Holstein 3-6 afos 0a?2
78 |Toca Tc 28 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
79 |Toca Tc 29 No No Normando | <3 afos 0a?2
80 |Toca Tc 30 No No Holstein 3-6 aflos 0a2
81 |Toca Tc 31 Si Si Holstein 3-6 afios 0a?2
82 [Toca Tc 32 No No Jersey 3-6 afos 0az2
83 |Toca Tc 33 No No Holstein <3 afos 0a2
84 [Toca Tc 34 No No Normando | <3 afios 0az2
85 |Toca Tc 35 Si Si Holstein 3-6 afos 0a2




86 |Toca Tc 36 No No Holstein 3-6 afos 0a2
87 [Toca Tc 37 Si Si Holstein 3-6 afnos 0az2
88 |Toca Tc 38 No No Normando | 3-6 afios 0a2
89 [Toca Tc 39 No No Normando | 3-6 afios 3ab
90 |Toca Tc 40 No No Normando | 3-6 afios 0a2
91 |Toca Tc4l No Si Holstein 3-6 afios 0az2
92 |Toca Tc 42 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
93 [Toca Tc 43 No Si Ayrshire 3-6 afos 0a2
94 |Toca Tc 44 No Si Holstein <3 afos 0a2
95 ([Toca Tc 45 No No Holstein 3-6 afnos 0az2
96 |Toca Tc 46 No Si Holstein <3 afos 0a2
97 [Toca Tc 47 No Si Jersey 3-6 afnos 0az2
98 |Toca Tc 48 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
99 (Toca Tc 49 No Si Normando | <3 afios 0az2
100 |Toca Tc 50 No Si Jersey 3-6 afos 0az2
101 |Tuta Tul No Si Holstein 3-6 afios 0az2
102 |Tuta Tu?2 No Si Jersey <3 afos 0a?2
103 |Tuta Tu3 No No Holstein 3-6 afnos 0az2
104 |[Tuta Tu4 No Si Holstein <3 afos 0a2
105 |Tuta Tub No No Normando | 3-6 afios 3ab
106 [Tuta Tub6 No No Holstein 3-6 afos 3ab
107 |Tuta Tu7 Si No Normando | 3-6 afios 3ab
108 [Tuta Tu 8 Si No Holstein >6 afos 3ab
109 |Tuta Tu9 No Si Holstein <3 afos 0az2
110 |[Tuta Tu 10 No No Normando | 3-6 afios 0a2
111 |Tuta Tull No Si Holstein <3 afos 0az2
112 |Tuta Tu 12 No Si Normando | 3-6 afios 3ab
113 |Tuta Tu 13 No Si Normando | 3-6 afios 0az2
114 |Tuta Tu 14 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
115 |Tuta Tu 15 No Si Holstein <3 afos 0az2
116 |[Tuta Tu 16 No Si Normando | 3-6 afios 3ab
117 |Tuta Tu 17 No Si Holstein <3 afos 0az2
118 [Tuta Tu 18 No Si Normando | 3-6 afios 6a8
119 ([Tuta Tu 19 No No Holstein <3 afos 0a?2
120 |[Tuta Tu 20 No Si Normando | <3 afios 0a2
121 |Tuta Tu 21 No No Normando | 3-6 afios 3ab
122 |Tuta Tu 22 No No Normando | <3 afios 0a2
123 |[Tuta Tu 23 No No Normando | <3 afos 0a?2
124 |Tuta Tu 24 No No Normando | <3 afios 0a2
125 |[Tuta Tu 25 No Si Normando | >6 afos 3ab
126 |[Tuta Tu 26 No Si Normando | >6 afios 3ab
127 |Tuta Tu 27 No Si Holstein 3-6 afos 0a2
128 |Tuta Tu 28 No No Normando | >6 afios 3ab
129 [Tuta Tu 29 No No Normando | >6 afios 3ab




130 |[Tuta Tu 30 No No Normando | >6 afios 3ab
131 |Tuta Tu 31 No No Normando | 3-6 afios 3ab
132 |[Tuta Tu 32 No No Normando | 3-6 afios 3ab
133 |[Tuta Tu 33 No No Normando | <3 afios 0a?2
134 ([Tuta Tu 34 No No Normando | <3 afios 0a2
135 |Tuta Tu 35 No Si Normando | 3-6 afios 3ab
136 |[Tuta Tu 36 No No Normando | >6 afios 0a2
137 [Tuta Tu 37 No No Normando | <83 afios 0a?2
138 [Tuta Tu 38 No Si Holstein >6 afos 6a8
139 |Tuta Tu 39 No No Holstein >6 afos 6a8
140 |[Tuta Tu 40 No Si Holstein >6 afos 3ab
141 |[Tuta Tu 41 No No Holstein >6 afios 6a8
142 |Tuta Tu 42 No No Holstein 3-6 afos 3ab
143 |Tuta Tu 43 No Si Holstein >6 afios 6a8
144 |Tuta Tu 44 Si No Holstein >6 afos 6a8
145 |Tuta Tu 45 Si No Holstein 3-6 afios 3ab
146 [Tuta Tu 46 No Si Holstein 3-6 afos 3ab
147 |[Tuta Tu 47 No Si Holstein >6 afos 6a8
148 |[Tuta Tu 48 No Si Holstein >6 afos 6a8
149 |Tuta Tu 49 No Si Holstein >6 afos 6a8
150 |[Tuta Tu 50 No Si Holstein 3-6 afos 3ab
151 |Tuta Tu51 No Si Holstein >6 afos 6a8
152 [Tuta Tu 52 No No Holstein >6 afos 6a8
153 |Tuta Tu 53 No No Holstein >6 afos 3ab
154 |[Tuta Tu 54 No No Holstein >6 afos 3ab
155 [Tuta Tu 55 No No Holstein >6 afos 3ab
156 [Tuta Tu 56 No No Holstein >6 afos 6a8
157 |Tuta Tu 57 No No Holstein 3-6 afios 3ab
158 [Tuta Tu 58 No No Holstein >6 afos 3ab
159 |Tuta Tu 59 No Si Holstein >6 afos 6a8
160 |[Tuta Tu 60 No Si Holstein >6 afos 6a8
161 |Tuta Tu 61 No No Holstein >6 afos 6a8
162 [Tuta Tu 62 Si Si Holstein 3-6 aflos 3ab
163 [Tuta Tu 63 No Si Holstein >6 afos 3ab
164 [Tuta Tu 64 Si No Holstein >6 afos 3ab
165 [Tuta Tu 65 No No Holstein >6 afos 3ab
166 [Tuta Tu 66 No No Holstein 3-6 afos 3ab
167 |[Tuta Tu 67 No No Holstein >6 afos 3ab
168 [Tuta Tu 68 No No Holstein 3-6 aflos 3ab
169 [Tuta Tu 69 No No Holstein 3-6 afios 3ab
170 [Tuta Tu 70 No No Holstein >6 afos 6a8




