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Resumen

La neosporosis, causada por el parasito Neospora caninum es una de las causas mas importantes de abor-
tos de ganado bovino a nivel mundial. En este trabajo se ha estudiado la presencia de anticuerpos frente
N. caninum en muestras de leche de tanque e individuales con un test ELISA indirecto comercial. Se vi-
sitaron y encuestaron 16 explotaciones catalanas de las que el 69% fueron positivas. Del analisis esta-
distico de la encuesta se obtuvo una relacion significativa entre la positividad del tanque y la presen-
cia de perros en la explotacién. Finalmente, se analizé individualmente la leche de cuatro granjasy los
resultados se relacionaron con los parametros de calidad de la leche correspondiente a cada vaca. Los
resultados demostraron de forma significativa que mayores niveles de anticuerpos en leche se relacio-
naban con porcentajes mas altos de proteina pero mas bajos de lactosa.
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Summary
Study of neosporosis in bulk tank and individual milk samples and their relationship with farm
management and milk quality

Neosporosis is a disease caused by the parasite Neospora caninum considered one of the most impor-
tant cause of abortion on cows worldwide. We have studied the presence of antibodies against N. can-
inum analyzing the bulk tank and the individual milk using a commercial indirect ELISA test. Sixteen
farms were visited and surveyed and from them 69% were positives. Statistical analysis showed that the
antibodies were higher in the bulk tank in the herds in which dogs were present on the farm. Finally,
the individually cow’s milk was analyzed in four farms and the results were related with their individ-
ual milk quality parameters and it was observed that level of positivity to N. caninum in individual milk
was related to increased protein but to decreased lactose in milk.

Key words: neosporosis, antibodies, ELISA, milk, bovine, prevalence.
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Introducciéon

La neosporosis es una enfermedad causada
por Neospora caninum, un protozoo intrace-
lular obligado, estrechamente relacionado con
Toxoplasma gondii que se describié por pri-
mera vez en perros en 1984 (Bjerkas et al.,
1984). El ciclo de N. caninum es indirecto y exis-
ten tres estadios infectantes. Los dos primeros
estan en el interior de los huéspedes interme-
diarios (HI), principalmente en las vacas y el ter-
cer estadio son los ooquistes que excretan los
perros u otros carnivoros que son los huéspe-
des definitivos (HD) (McAllister et al., 1998).

Los HD ingieren los quistes al consumir parte
de placentas o fetos abortados de vacas in-
fectadasy en su interior se desarrolla la fase
sexual del parasito con la formacién de oo-
quistes que se excretan y esporulan en el
medio ambiente convirtiéndose en infec-
tantes para los HI (Almeria y Lopez-Gatius,
2009). Existe también la forma vertical o en-
ddégena de mantener la infecciéon en un reba-
Ao que se produce cuando la madre positiva
infecta al feto durante la gestacion mediante
trasmision transplacentaria (Trees y Williams,
2005) por lo que las hembras positivas con-
tribuyen al mantenimiento de la infecciéon
(Hietala y Thurmond, 1999).

La neosporosis esta asociada al riesgo de
aborto en vacas lecheras, la mayoria entre los
5-7 meses de gestacion. (Lopez-Gatius et al.,
2005). Durante la gestacion, los fetos pueden
morir en el Utero, ser reabsorbidos o momi-
ficados, pero si la gestacion llega a termino,
los terneros pueden nacer muertos o vivos
con sintomas clinicos o bien nacer clinica-
mente normales pero crénicamente infecta-
dos (Dubey, 2003).

El diagnostico en animales vivos se basa en la
deteccién de anticuerpos especificos anti-
Neospora en el suero sanguineo o en la le-
che. Se han desarrollado numerosas prue-
bas ELISA comerciales para la deteccion de

anticuerpos especificos con sensibilidad y es-
pecificidad elevada (Blumréder et al., 2004
Bartels et al., 2006). Algunos han sido adap-
tados para poder analizar muestras de leche
(Schares et al., 2004, Bartels et al., 2005). Re-
cientemente en Galicia se ha llevado a cabo
un estudio de la enfermedad en leche y en
suero sanguineo demostrando resultados
muy coincidentes en ambos tipos de mues-
tras (Gonzalez-Warleta et al. 2011).

Los objetivos del presente estudio fueron
evaluar la presencia de anticuerpos frente N.
caninum en muestras de leche de tanque en
16 explotaciones de ganado vacuno de Ca-
talufia, estudiar los posibles efectos y facto-
res de riesgo de la enfermedad mediante
una encuesta al ganadero y conocer si existe
relacién entre los niveles de anticuerpos anti-
Neospora en la leche individual y sus para-
metros de calidad.

Materiales y métodos
Obtencion de las muestras

Las muestras de leche se consiguieron a tra-
vés de la Asociacion Interprofesional lechera
de Catalufa (ALLIC), Cabrils (Barcelona). Esta
asociacion recibe diariamente muestras de
cada tanque de leche recogido en las gran-
jas 'y controlan sus parametros de calidad fi-
sico-quimicos y microbiolégicos. Mensual-
mente reciben las muestras individuales de
todas las vacas en lactacion para hacer el
control lechero. Para el estudio, las muestras
de leche cruda se recogieron en el laborato-
rio de la ALLIC y se trasladaron al laborato-
rio del CIPA de la Universidad de Lleida.
Tanto las muestras de leche de tanque como
las individuales se obtuvieron en frascos de
plastico con un volumen aproximado de 25
ml a 4°C conservadas con azidiol (conser-
vante bacteriostatico) en el caso de leche de
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tanque o bronopol (conservante bactericida)
en el caso de leche individual. ALLIC facilito
los correspondientes resultados del analisis
de los parametros de calidad: grasa, proteina,
lactosa, extracto seco magro (ESM), células
somaticas y urea.

Tipo de muestras y toma de datos

Se analizaron 16 muestras de tanque que co-
rrespondieron a explotaciones que se visita-
ron y encuestaron (8 de la provincia de Bar-
celona, 4 de Lleida y 4 de Girona). No se
analizaron muestras de la provincia de Ta-
rragona debido al escaso numero de granjas
de vacuno lechero en esta provincia. La en-
cuesta constaba de 46 preguntas que se hi-
cieron directamente al ganadero. Las pre-
guntas estaban relacionadas con datos de la
explotacién, los nacimientos, los abortos, el
manejo de los fetos abortados, la presencia
de perros en la explotaciéon y su contacto (o
el de sus heces) con las vacas o con el pienso,
forraje etc., de manera que se pudieran evi-
denciar posibles sintomas, problemas repro-
ductivos o cuadros clinicos de neosporosis.

En un segundo apartado se analizaron indi-
vidualmente 261 muestras de leche de cuatro
granjas positivas (de 60, 96, 52 y 53 vacas en
lactacion en el momento del analisis) en el es-
tudio anterior y de cada muestra se obtuvie-
ron datos de los parametros de calidad pro-
porcionados por ALLIC.

Andlisis de anticuerpos anti-Neospora
de las muestras

Para la deteccion de los anticuerpos anti-Ne-
ospora en la leche, tanto de tanque como in-
dividual, se utilizé un kit comercial de ELISA
indirecto: (CIVTEST® anti-Neospora; Hipra,
Girona). Esta técnica utiliza como antigeno
un lisado del taquizoito completo denomi-
nado NC-1 (Dubey, 1988) que se encuentra
adherido a las microplacas del kit. Se siguie-

ron las instrucciones del fabricante utilizando
los reactivos y los controles positivos y nega-
tivos suministrados en el kit.

Las muestras de leche cruda se desnataron
centrifugdndose a 4° C a 1000 g durante 15
minutos. Para el analisis se dispensaron 100 pl
de leche desnatada por muestra directamente
en los pocillos de la placa del kit. Después de
anadir los controles se mantuvo la placa du-
rante 16-18 horas en la nevera a 4° C. Después
del lavado se afadieron 50 pl de la solucién
de conjugado y la placa se incub6 en estufa a
37° Cdurante 60 minutos. Después de otro la-
vado se dispensaron 50 pl de la solucién cro-
mogena y se mantuvo a temperatura am-
biente durante 15 minutos. Finalmente, se
frend la reaccién con 50 pl de la solucién de
parada y se cuantifico el color de los pocillos
de la placa utilizando un lector ELISA equi-
pado con un filtro de 405 nm. El color de
cada pocillo expresado en densidades 6pticas
(DO) sera proporcional a la cantidad de anti-
cuerpos especificos anti-Neospora.

Para la interpretacion de los resultados se
calculé el indice relativo x 100 (IRPC) de cada
muestra:

IRPC = [(DO,,;muestra — Media DO, Control
negativo) / (Media DO, Control positivo —
Media DO,,; Control negativo)] *100.

Interpretacién de los resultados

En el protocolo del kit, para la leche de tan-
que, cuando el valor de IRPC es menor o igual
a 3,0 se considera que la prevalencia de anti-
cuerpos anti-Neospora en los animales que
aportan leche al tanque es inferior al 5-10%
y cuando el IRPC es mayor que 3,0 la preva-
lencia estara por encima del 10%. En nuestro
estudio y para poder analizar estadistica-
mente los resultados, las explotaciones con
valores menores o iguales a 3,0 se considera-
ron negativas y las superiores a 3,0 positivas.



C. Nogareda, R. Colomé, M. Navarro, R. Armengol y A. Jubert ITEA (2011), Vol. 107 (4), 272-280 275

Siguiendo el protocolo del kit, para la leche
individual, cuando el valor de IRPC es menor
oigual a 4,74 la muestra es considerada ne-
gativa a N.caninum, y cuando es superior a
4,74 positiva.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de asociacién entre la
variable discreta IRPC (positiva; negativa) y
los factores de riesgo obtenidos a partir de
las respuestas de la encuesta. Las preguntas
y los niveles de respuesta fueron las si-
guientes: tamafo explotacion (grande; me-
diana; pequefa) terneros nacidos con menor
peso (alguna vez; nunca), mortalidad de ter-
neros al nacimiento (frecuente; alguna vez;
nunca), estacion del aino con mas abortos
(verano; sin predominio), trimestre de ges-
taciéon con mas abortos (primero; segundo y
tercero), presencia de restos de abortos y
placentas (si; no) presencia de perros (si; no)
y observacion de heces de perro en la granja
(normalmente; alguna vez; nunca). Este ana-
lisis se ha realizado mediante el procedi-
miento FREQ del SAS version 9.2 (Stalistical
Analysis Software, Cary, NC). El efecto de los
diferentes factores de riesgo sobre la varia-
ble continua nivel de IRPC ha sido analizado
mediante un andlisis de varianza para cada
factor mediante el procedimiento GLM del
paquete estadistico SAS. En el caso de las
muestras de leche individuales los parame-
tros de calidad de la leche también se rela-
cionaron con el IRPC, tanto por regresion li-
neal (IRPC como variable explicativa), como
por analisis de varianza para analizar si exis-
tia alguna diferencia entre los animales po-
sitivos y los negativos.

Resultados

De las 16 explotaciones analizadas en este es-
tudio, 11 (68,8%) fueron positivasy 5 (31,2%)
negativas. En la provincia de Barcelona fue-
ron positivas 6 de las 8 granjas analizadas y
3 en Gironay 2 en Lleida de las 4 granjas ana-
lizadas en cada una de estas provincias.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de los
principales factores relacionados con la media
del IRPC para cada respuesta y su significacion.
Al relacionar los diferentes factores conside-
rados como variables discretas en la encuesta
con la variable continua IRPC, se observé que
habia un efecto significativo (P<0,05) entre el
riesgo de la presencia de perros y la presencia
de anticuerpos en leche de tanque en las ex-
plotaciones analizadas. En 10 de las 11 explo-
taciones positivas y en 3 de las 5 negativas ha-
bia presencia de perros. Ningun otro factor de
la encuesta resulté significativo.

Los resultados del analisis de regresion GLM
entre el IRPC de la leche de 261 vacas y los pa-
rametros de calidad individual como varia-
bles continuas se muestran en la Tabla 2. Los
parametros afectados significativamente por
el IRPC fueron la proteina y la lactosa, de
forma que las vacas con mas anticuerpos pro-
dujeron leche con mayor porcentaje de pro-
teina y menor porcentaje de lactosa (P<0,01).
En la Tabla 3, se puede observar la relacion
entre los diferentes parametros de calidad de
la leche segun la positividad a Neospora de la
vaca (83 vacas positivas y 178 negativas). Los
datos de los parametros de calidad de la le-
che de los animales analizados son algo su-
periores a la media de los datos del mismo
mes del estudio durante 7 afios (febrero)
(3,82% de grasa, 3,18% de proteina, 4,66%
de lactosa y 8,57% de ESM) (www.allic.org).
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Tabla 1. Resultados de la regresiéon (GLM) de las 16 explotaciones encuestadas
entre los diferentes niveles de respuesta obtenidos en la encuesta y la media del IRPC
(niveles de anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto)
Table 1. Regression results (GLM) of the 16 farms relating different levels of response obtained
in the survey and the IRPC (antibody anti-Neospora levels by indirect ELISA)

Factores de riesgo Niveles Media IRPC Desviacion
estandar
Tamario explotacién Grande (> 150 vacas) 8,26 2,82
Mediana (50-150 vacas) 7,02 2,82
Pequefia(< 50 vacas) 6,96 2,30
Terneros nacidos con menor peso Alguna vez 6,88 2,41
del esperado Nunca 8,19 1,80
Mortalidad de terneros al poco Frecuente 10,69 2,56
de nacer (15 dias) Alguna vez 6,52 2,09
Nunca 5,25 2,56
Estacion del afio con mayor Verano 9,36 3,07
porcentaje de abortos No hay predominio 6,8 1,60
Trimestre de gestacion con mayor Primero 7,70 2,21
porcentaje de abortos Segundo y tercero 7,08 1,92
Presencia de restos de aborto y placentas  Si 8,76 3,10
No 6,96 1,62
Presencia de perros Si 8,81* 1,36
No 1,98 2,61
Observacién de heces de perro Normalmente 9,74 2,43
alrededor de la granja Alguna vez 9,45 2,43
Nunca 4,35 1,99
* P<0,05.

Tabla 2. Resultados de la regresion (GLM) de los 261 andlisis de las muestras de leche expresados
en IRPC (niveles de anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto) y los parametros
de calidad con los valores de la pendiente de la recta (b) y la significacion
Table 2. Results of regression (GLM) of the 261 individual tests in IRPC (antibody anti-Neospora levels
by indirect ELISA) and the quality parameters with the values of the line slope (b) and significance

Factor Grasa Proteina Lactosa ESM log (cel) Urea

b 0,003 0,007** -0,003** 0,003 0,003 -0,660

** P <0,01.
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Tabla 3. Resultados de la regresion (GLM) entre los parametros de calidad de la leche de 261 vacas
diferenciando animales positivos y negativos a anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto
Table 3. Regression results (GLM) of the milk quality parameters of 261 cows differentiating negative
and positive animals to antibody anti-Neospora by indirect ELISA

Media animales Desviacion Media de los Desviacion
positivos estandar animales negativos estandar
Grasa (1) 3,896 0,083 3,829 0,051
Proteina (1)** 3,495 0,051 3,331 0,032
Lactosa (1)** 4,761 0,033 4,867 0,020
ESM (1) 8,999 0,054 8,966 0,033
log (cel) (2) 2,055 0,067 1,983 0,041
Urea (3) 207,00 8,941 216,55 5,705
** P<0,01.

(1) % Peso/Peso; (2) células somaticas (x1000/ml); (3) mg/l.
(1) % Weight/Weight; (2) somatic cells (x1000/ml); (3) mg/I.

Discusion

El presente estudio es el primero que se ha
realizado analizando la neosporosis en mues-
tras de leche de tanque e individual en Ca-
talufia. Otros autores utilizando otro kit co-
mercial (Herd Check Anti-Neospora ELISA,
IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA)
para determinar la presencia de anticuerpos
en leche han comprobado que es una mues-
tra valida para el andlisis de la prevalencia de
anticuerpos de esta enfermedad (Schares et
al., 2004, Wapenaar et al., 2007).

A diferencia del calostro, el contenido de in-
munoglobulinas en la leche es casi 30 veces
menor que en el suero de la sangre (Korho-
nen et al., 2000), pero aun asi es una muestra
a tener en cuenta para el diagnéstico de la
neosporosis. Las ventajas del uso de la leche
es su facil obtencion a través de las empresas
que realizan el control lechero, una vez ellos
han finalizado sus analisis (suelen obtener
muestras de tanque cada dia y muestras in-
dividuales por vaca una vez al mes) ya que no
se molesta ni a las vacas ni a los ganaderos. La

desventaja es que sélo obtenemos muestra de
las vacas que estan en lactacion en el mo-
mento de la recogida de muestras. Resultados
previos a este estudio demostraron que la
enfermedad se encuentra en casi el 90% de
las explotaciones catalanas (Nogareda et al,
sometido), sin detectarse diferencias impor-
tantes entre zonas geograficas. Para ello se
analizaron 90 explotaciones de las 814 cen-
sadas en el momento del estudio. Estos re-
sultados nos animaron a estudiar y encuestar
de manera mas profunda a dieciséis granjas
de las zonas lecheras de Catalufia. Somos
conscientes que las 16 granjas encuestadas
son una muestra reducida de la poblacién
total y eso ha dificultado poder encontrar di-
ferencias significativas que relacionen las res-
puestas de los ganaderos con los resultados
de los analisis en el tanque de leche. Sin em-
bargo, se observé una relacién significativa
entre los niveles de anticuerpos anti-Neos-
poray la presencia de perros en las explota-
ciones ya fueran propios o forasteros ocasio-
nales. Estos resultados son destacables ya que
confirman que los perros juegan un papel
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importante en la transmision de la enferme-
dad. Wouda et al. (1999) observaron que en
explotaciones donde los perros no estaban
presentes la seroprevalencia fue significati-
vamente menor que en granjas donde si lo es-
taban. También Vazquez-Moreno (2007), ob-
servd una asociaciéon positiva entre la
seropositividad del perro y la de las vacas al
estudiar la presencia de N. caninum en po-
blaciones de perros de granja.

Como las vacas se pueden infectar al ingerir
ooquistes esporulados que provienen de las
heces de los perros se pregunté al granjero si
habia observado heces de perro alrededor de
la explotacién, pero no se obtuvieron resul-
tados significativos entre la positividad del
tanque y sus respuestas (Tabla 1). Sin em-
bargo debe destacarse que la media de los ni-
veles de anticuerpos de los tanques fue me-
nor (4,35) cuando la respuesta fue que nunca
observaron heces de perro alrededor de la
granja, comparada con los niveles medios
obtenidos cuando las heces se observaban
normalmente (9,74) o alguna vez (9,45). Esta
amplia diferencia demuestra la importancia
de las heces de los perros en la transmision de
la enfermedad en las granjas. También se pre-
guntoé en la encuesta sobre diferentes reper-
cusiones clinicas descritas de la enfermedad,
como la existencia de abortos, el trimestre de
gestacioén, el porcentaje de terneros nacidos
muertos, o bien de terneros con lesiones mus-
culares o con menos peso del normal sin ob-
tenerse relaciones significativas. Tal como se
ha mencionado anteriormente, se necesitaria
un numero mayor de granjas y mas estudios
para poder relacionar correctamente estas
respuestas con el muestreo de los tanques.

Como el ciclo biolégico de la enfermedad se
mantiene al infectarse los perros al consumir
carne o fetos abortados infectados, se pre-
gunto si los restos de los abortos se controla-
ban (es decir si el manejo de la granja facilita
que los residuos biolégicos puedan ser consu-
midos por los perros). No se evidencié ninguna
relacién entre este control y los resultados de

los andlisis. Hay que tener en cuenta que el ga-
nadero no siempre puede controlar la pre-
sencia de perros o sus heces o retirar los fetos
u otros restos de abortos ya que durante la
noche son dificilmente controlables. Respecto
al tamafno de la explotacién, no se observé
ningun efecto significativo pero se aprecio
que las explotaciones grandes (correspon-
dientes a explotaciones de mas de 150 vacas)
eran mas positivas que las pequenas.

Al disponerse de los resultados de los para-
metros de calidad de la leche individual que
facilité ALLIC, se pudieron comparar estos
resultados con el nivel de anticuerpos de ca-
da vaca. No se observaron diferencias entre
vacas positivas y negativas en cuanto a grasa,
extracto seco magro, células somaticas o can-
tidad de urea de la leche. Pero si se obtuvie-
ron diferencias significativas de manera que
las vacas con mas anticuerpos anti-Neospora
producian leche con mayor porcentaje de
proteina, pero a su vez con menor porcentaje
de lactosa. Al estudiar esta relacién la recta
(b) da valores muy bajos debidos segura-
mente a la intervencién de otros factores
que influyen en los porcentajes de proteina
y lactosa. Sin embargo, estas diferencias sig-
nificativas se confirmaron al comparar la me-
dia de la proteina y la lactosa de los anima-
les positivos y de los negativos donde se
observa claramente que la media de la pro-
teina de los animales positivos es significati-
vamente superior que la de los negativos y
por el contrario, la media de la lactosa es sig-
nificativamente inferior en las vacas positivas
que las negativas. Segun Pfeiffer et al. (2002)
la proteina en la leche podria verse afectada
en animales positivos a neosporosis, pero en
su trabajo no queda claro de qué manera
afecta. No se ha encontrado ningun otro es-
tudio donde se observe que la proteinay la
lactosa se vean afectadas por la infeccion
como tampoco se ha hallado para ninguin
otro parametro de calidad de leche. De he-
cho Hall, et al. (2005) no encontraron dife-
rencias significativas ni en la proteina nien la
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produccién de grasa entre las vacas seropo-
sitivas y las seronegativas a Neospora confir-
mado en otro estudio posterior (Hall, et al.,
2006) en el que volvieron a demostrar que no
habia ningun efecto para la proteina y para
la grasa ni en las células somaticas. Por tanto,
el efecto de la proteina y la lactosa provo-
cado por el aumento de anticuerpos no es fa-
cil de justificar y deberian hacerse mas estu-
dios para demostrar esta relaciéon. Por otra
parte, no se cree que el aumento de inmu-
noglobulinas en la leche debido a los anti-
cuerpos anti-Neospora sea suficiente como
para aumentar significativamente este pa-
rametro, ya que éstas representan un por-
centaje muy bajo de las proteinas totales de
la leche (Korhonen et al., 2000).

A la vista de estos resultados se puede de-
ducir que los analisis de anticuerpos anti-Ne-
ospora de las muestras de leche de tanque
son orientativos, pero pueden ser una buena
opcién para llevar un control de la enferme-
dad en las granjas. Debido a que la obtencién
de una vacuna eficaz que prevenga la neos-
porosis estd aun en fase de estudio (Aguado-
Martinez et al., 2009, Monney et al., 2011), el
analisis individual de la leche, al igual que el
analisis del suero sanguineo, seria muy util
para controlar la transmisiéon vertical en la
granja, ya que es aconsejable deshacerse de
las vacas positivas (Hall et al., 2006).

Ademas de la restriccion de la entrada de pe-
rros en las granjas bovinas, otra estrategia
para reducir el riesgo de aborto en vacas posi-
tivas es su inseminaciéon con semen de vacuno
de carne, con lo que disminuye la prevalencia
de la neosporosis al descartar a las hijas como
reposicion. Por otro lado, se ha demostrado
que la inseminacién con semen de vacas car-
nicas, sobre todo de la raza Limusina reduce el
porcentaje de abortos en las vacas positivas
(Lopez-Gatius et al., 2005, Almeria et al., 2009).

Las principales conclusiones de este estudio
serian las siguientes: Mediante el analisis de
leche de tanque se observé una alta preva-
lencia de anticuerpos frente N. caninum en

las explotaciones analizadas, aunque las ti-
tulaciones predominantes fueron bajas. Me-
diante encuestas a los ganaderos, se obtuvo
una relacion significativa entre la presencia
de perros en la explotacion y la positividad
de los tanques de leche. Las vacas con anti-
cuerpos anti-Neospora produjeron leche con
un porcentaje significativamente mas alto
de proteina pero mas bajo de lactosa que los
animales sin anticuerpos.
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