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RESUMEN

Neospora caninum, es un protozoo intracelular, perteneciente al Philum
Aplicomplexa, presenta una distribucién mundial, teniendo una gran importancia
en la produccién bovina, pues causa grandes perdidas econémicas, por ser un

agente abortigenos.

En Chile ha sido diagnosticada a través de diversas pruebas serolégicas, en
varias especies, siendo en la VIII; IX y X region, donde se han desarrollado la
mayoria de estos estudios.

Con el objetivo de confirmar la presencia de Neospora caninum, en abortos
bovinos y establecer los parametros Optimos para la Prueba de Reaccidén en
Cadena de la Polimerasa, se analizo un control positivo, cultivo puro del parasito
donado por el doctor J: Dubey, y ocho Sistemas Nerviosos Centrales, de fetos
bovinos abortados (I1X regién), sospechosos de Neospora caninum, a los cuales
se les realiz6 la prueba de PCR, presentando resultados negativos a esta técnica.

Después de aplicarle al control positivo, distintas pruebas, para lograr visualizar
los factores limitantes en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa, dio como
resultado que la concentracion ideal de DNA, para la prueba diagnoéstica, es
40ng/ul, la temperatura de annealing de 55°C y la concentracién de Cloruro de
Magnesio de 1.5mM, siendo estos los parametros optimos para al realizacion de
un PCR; para el diagnostico de Neospora caninum.



SUMARY

Neospora caninum, is protozoo intracellular, pertaining to the Philum
Aplicomplexa, presents/displays a world-wide distribution, having a great
importance in the bovine production, because it causes great lost economic, being

an agent abortigenos.

In Chile it has been diagnosed through diverse seroldgicas tests, in several
species, being in the VIII; IX and X region, where they have been developed most
of these studies.

With the objective to confirm the presence of Neospora caninum, in bovine
abortions and to establish the optimal parameters for the Test of Chain reaction of
the Polymerase, | analyze a positive control, pure culture of the parasito donated
by doctor J; Central Dubey, and eight Nervous Systems, of aborted bovine
fetuses (IX region), suspects of Neospora caninum, to which | am made the test to
them of PCR, presenting/displaying negative results to this technique.

After applying to the positive control, different tests, to manage to visualize the
limitantes factors in the Chain reaction of the Polymerase, gave like result that the
ideal concentration of DNA, for the test diagnoses, is 40ng/ul, the temperature of
annealing of 55°C and the Magnesium Chloride concentration of 1.5mM, being
these the optimal parameters stops to the accomplishment of a PCR; for |
diagnose of Neospora caninum.



INTRODUCCION

En la produccion bovina una de las mayores causas de pérdidas econdmicas, es el
aborto, teniendo varios agentes causales como: Brucelosis, Leptospirosis,
Campylobacteriosis, Tricomoniasis, y algunas enfermedades virales como Diarrea
Viral Bovina (BVD) y Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR).

Sin embargo, nuevos agentes o de reciente reconocimiento, aparecen con el
aumento del conocimiento y / o con los cambios evolutivos (Dubey y col., 1988). Asi
en las areas ganaderas, econdémicamente importantes del mundo, un grupo de
parasitos protozoarios esta cobrando importancia como agentes abortigénicos en
bovinos (Anderson y col.., 1991; Dubey, 1999, Reichel 2000).

Los parasitos considerados son Neospora caninum Yy Sarcocystis spp.

(Anderson y col., 1994) El primero de ellos causa cuantiosas pérdidas en bovinos y
Su presencia es considerada, la mayor causa de abortos, en lugares donde la
brucelosis esta controlada (Anderson y col., 1991). Sarcocystis spp. es causante
ocasional de brotes y las pérdidas subclinicas no han sido aun evaluadas. Estudios
serolégicos han revelado que estos organismos tienen distribucion mundial (Dubey,
1993).

La infeccién de Neospora caninum en Chile ha quedado demostrada en varias
ocasiones, por la deteccién de anticuerpos, en bovinos abortados (Patitucci y col.,
1999; Meléndez P. 1999), en dos rebafios lecheros (srael K. Rosas M., 1999), en
poblacién caninas Rosas M., 1999), en equinos (Carcamo C. 2000) y en fetos

abortados a través de histologia e inmunohistoquimica (Concha O. 2001).



4.- REVISION BIBLIOGRAFICA.

4.1.- NEOSPORA CANINUM.

Es un protozoo de localizacion intracelular, de la subclase Coccidia y la familia

Sarcosystidae. Bjerkas y colaboradores, 1984, fueron los primero en reconocer

histol6égicamente una enfermedad neuroldgica en perros de Noruega, asociado a un

parasito similar a Toxoplasma gondii, pero no se encontraron anticuerpos contra

Toxoplasmaen los perros afectados (Bjerkas y col., 1984).

Un parasito con las mismas caracteristicas, fue identificado en perros de Estados
Unidos en 1988 por J. Dubey, quien propuso denominarlo Neospora caninum
(Dubey y c0l..1988, 2003). En estudios retrospectivos se encontrd que este parasito
causo enfermedad en perros de Estados Unidos en el afio 1957 (Dubey, 1990).

Existe una gran similitud estructural y antigénica entre Neospora caninum y
Toxoplasma gondii, siendo la primera, una de las mayores causas de abortos en
ganado bovino; tanto de carne como de leche (Anderson y col.,, 1991; 1995),
mientras T. gondii no se conoce como un agente abortigeno en ganado bovino,
sino como un patdgeno de gran importancia en Ovinos y Humanos; aunque
Gottstein y col., 1998, detecta el DNA de T. gondii en cuatro fetos bovinos

abortados, en Suiza.



Neospora caninum fue identificado en fetos abortados de EEUU y ahora es
reconocido, como la mayor causa de aborto, en ganado lechero en California,
Nueva Zelanda, Gran Bretafia y otras areas ganaderas del mundo (Anderson y col.,
1994; 2000; Patitucci y col.., 1999a; Dubey, 1999). Aunque discutido en afios
anteriores, actualmente se sabe que tanto caninos como bovinos son afectados por
la misma especie de parasito (Ellis y col., 1994, Holdman y col., 1994).

Barr y col.,, 1990, 1994; Anderson y col., 1991; 1994; 1997; Conrad 1993, han
demostrado, que fetos bovinos abortados por protozoos, comprendieron la categoria
mas comunmente diagnosticada, en los laboratorios veterinarios. En la mayoria de

esos casos Neospora caninum fue el microorganismo identificado.



42.- CICLO DE VIDA

Hasta los inicios de los afios '90, no se tenia mayor informacion sobre el ciclo de

vida de Neospora caninum, McAllister y colaboradores en 1998, identifico al
perro, como el hospedador definitivo.

Neospora caninum tiene un ciclo similar al de Toxoplasma gondii ; existiendo
tres etapas infecciosas claramente definidas; Taquizoitos, Quistes tisulares y
Ooquistes, las dos primeras etapas, son identificadas, en el hospedador intermedio,

mientras, que la Gltima, se encuentra en el hospedador definitivo.

El ciclo, se inicia cuando un hospedador intermedio ingiere un ooquiste esporulado,
el que se rompe Yy liberan los esporozoitos, en el tracto intestinal. Los esporozoitos
de Neospora caninum penetran las células digestivas y se transforman en
taquizoitos, los cuales se dividen rdpidamente y tienen la capacidad de penetrar y
destruir las células (Dubey J. P. 1999). Los taquizoitos invaden todo tipo de células
incluyendo macrofagos y linfocitos, siendo diseminados por todo el cuerpo del
hospedador, pero, no se tiene mayor conocimiento sobre el modelo distribucién, de
este parasito, en los tejidos (McAllister y col. 1998; Lindays y col. , 1999).
Neospora caninum tiene una gran afinidad por tejido nervioso, miocardio e higado.

En esta fase del ciclo los taquizoito se transforman en bradizoitos.

Cuando el hospedador desarrolla una repuesta inmunitaria, los bradizoitos de
Neospora caninum se envuelven por una membrana propia, formando los quistes
tisulares, los que pueden estar por varios afios en el hospedador, sin causar signos

clinicos.



Pueden existir una reactivacion de los quistes tisulares, en situaciones donde se
comprometa el estado inmunitario del hospedador, como ocurren durante la prefiez,
llevando a una reconversion de bradizoitos en taquizoitos y subsecuentemente
infectando la placenta y al feto. (Innes y col., 2002; Quinny col., 2002).

Los quistes tisulares se han encontrado en tejido nerviosos, medula espinal y retina
de hospedadores intermedios (Lindsay y col., 1993). Recientemente se han
reportado quistes, en musculos de bovinos y perros infectados naturalmente por
Neospora caninum, pero, estos quistes no han sido encontrados en infecciones
experimentales (Peters y col; 2001).

El hospedador definitivo, el perro, aunque no se conoce claramente como se
infectan en forma natural, pueden experimentalmente infectarse al comer quistes de
un hospedador intermedio, lo que ha sido demostrado al alimentar a estos con
cerebros de ratones infectados (Dubey J.P.; 1999), luego de la ingestion de los
quistes tisulares, 5 a 17 dias, los perros eliminan ooquistes al medio, a través de las
fecas (Anthony A. y Williamson N:, 2001). En el medio ambiente, luego de tres dias
estos se vuelven ooquiste infectantes o esporulados, los que contienen dos
esporoquistes y cuatro esporozoitos cada uno.

Los ooquistes eliminados por los perros, infectan a los bovinos y otros herbivoros
(McAllister y col., 1998), a través de alimentos 0 aguas contaminadas con heces de
caninos infectados y utilizados en la alimentacion, reiniciando el ciclo. (Dubey,
1999).

Gondim L. y col., 2004 demostr6 que también le coyote (Canis latrans) es un
hospedador definitivo de Neospora caninum, encontrando ooquistes en sus fecas.
Lo que fue diagnosticado por PCR.
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Figura 1. Ciclo de vida de Neospora caninum (Dubey 1999).




4.3.- ESTRUCTURA.

4.3.1.- TAQUIZOITOS.

Es uno de los tres estados infecciosos de Neospora caninum y se encuentra en el
hospedador intermedio y en forma intracelular, generalmente a nivel citoplasmatico,
especificamente, en la vacuola parasitofaga de la célula hospedador Dubey J. P.,
2003). Puede parasitar a un gran nimero de células como neuronas, macréfagos,
fibroblasto, células endoteliales, miocitos, hepatocitos (Dubey y col., 1988; Dubey y
col., 1993; Dubey, 1999). Los taquizoitos se dividen por endodiogénesis en forma
rapida. Miden aproximadamente 7,5 ? 2 ?m. de longitud, tienen entre 6-16 roptries y
en algunos casos presentaron entre 4-6 roptries localizados posterior al nucleo,

raramente se observa un microporo (Speer C. A., 1999).

4.3.2.- BRADIZOITOS.

Los bradizoitos se dividen por endodiogénesis, en forma lenta, encontrandose
dentro de los quistes tisulares Dubey, 2003). Miden aproximadamente 78?72 ?m

(Dubey; 2003), contiene los mismas organelas que el taquizoito, pero presentan un
namero menor de roptries (Spper C. A. 1999).



4.3.3.- QUISTES.

Es un estado encontrado en el hospedador intermedio. Los quistes en el tejido son
ovalados o redondos y miden hasta 107 ?m de longitud y se encuentran

primariamente en el sistema nervioso central, dentro de los estos encontramos los
bradizoitos aproximadamente 50 - 500 (Speer C. A., 1999).

4.3.4.- OOQUISTES.

4.3.4.1.-No Esporulados.

Son los eliminados desde perros infectados experimentalmente, midiendo entre
11.7 ? 11.3 ?m en tamafio (Lindsay y col 1999).

4.3.4.2.-Esporulados.

Los ooquistes esporulados, son los que después de tres dias en el medio ambiente
contienen dos esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno (Dubey J.P., 1999),
son morfoldgicamente similar a los ooquistes de T. Gondii y Hammondia
hammondia, en fecas de gato y a un parasito similar a H. heydorni en fecas de
perro (Dubey y col 2002).



44.- TRANSMISION.

La infeccion ha sido demostrada que puede ocurrir por tres vias; (Anthony vy
Williamson, 2001).

4.4.1.- INFECCION VIA ORAL.

A través de la ingestion de quistes tisulares de Neospora Caninum, esto ha sido
demostrado en los caninos, pero no, en herbivoros. (Dubey y col., 1996; Mc Allister
y col., 1998; Lindsay y col., 1999).

También De Marez y col., 1999, demostraron la infeccion experimental en vacas
paridas con ooquistes de Neospora caninum, provocando una moderada respuesta
inmune celular y humoral.

4.4.2.- VIA LACTOGENICA.

Fue inducida en recién nacidos dandole calostro, al que se le adhirié taquizoitos de

Neospora caninum (Uggla y col., 1998), pero no existe evidencia de que ocurra en
forma natural (Davison y col; 2001).



4.4.3.- INFECCION POR VIA TRANSPLACENTARIA.

Ocurre en fetos de bovinos y perros (Bjorkman y col., 1996; Paré y col. al.,
1996,1997; Anderson y col., 1997). Es la via de mayor importancia, demostrada
experimentalmente por Landman en el 2002, al transferir embriones de madres
seronegativas a hembras seropositivas a Neospora caninum, las que parieron
neonatos positivos a este protozoo, verificando la transmision vertical.

Lo que lleva a afirmar que la transmision vertical, es la mayor forma de infeccion,

siendo mas eficiente, en vacas jovenes, que en vacas adultas (Dubey JP.; 2003).

Anderson y colaboradores en 1997, en un estudio, donde reuni6é a vacas prefiadas
seropositivas y vacas Seronegativas a Neospora caninum, posterior al parto se
chequearon a los neonatos de cada una de ella, no existiendo en las crias de vacas
seronegativas, alguna que presentara anticuerpos contra Neospora caninum,

demostraron la no existencia de transmision horizontal (vaca — vaca).



4.5.- INMUNIDAD.

La resistencia inmunoldgica, que el animal posee, para responder a una agente

externo, varia dependiendo de la especie, el desarrollo o0 madurez del sistema
inmune. (Tizard; 1995).

En los fetos, el sistema inmune se desarrolla aproximadamente a los cuatro meses
de gestacion. Algunos reportes indican, que la capacidad de producir una respuesta
inmune mediada por células en el feto bovino, puede existir en los 120 - 160 dias de
gestacion (Higgins y col., 1983; Hein y col., 1988; Jersen y col., 1988). Estudios
realizados por Andrianarivo y col.,, 2000 en fetos bovinos infectados
experimentalmente con Neospora caninum a los 159 - 169 dias de gestacion,
evidenciaron el desarrollo de una respuesta humoral a este parasito, detectado por
IFA.

La respuesta inmune, que da mayor proteccion en infecciones causadas por
parasitos protozoarios intracelulares, incluyendo a Toxoplasma gondii, es la
inmunidad mediada por células Gazzinelle y col., 1993). La resistencia a estos
parasitos es asociada con los linfocitos T helper, respuesta inmune tipo |, mediada
por citokinas, interferon - ? (IFN-?), interleukinas 12 (IL-12) y IL-2 (Sharma y col.,
1985). El INF-? es liberado por los linfocitos T, sensibilizados por lo parasitos
intracelulares. Este INF-? puede actuar sobre los macréfagos, primero, para
hacerlos resistente a los efectos mortales de los parasitos como Toxoplasma o
Neospora, y segundo, para ayudarlos a eliminar los microorganismos intracelular,

ya que permite las fusién de lo lisosomas con los fagosomas (Tizard, 1995).



Los quistes, formados por los protozoos intracelulares, como Neospora caninum
parecen ser inmunogeénicos y por lo tanto, no estimula la respuesta inflamatoria. Es
posible, que este estadio quistico, no sea reconocido como exdgeno, Sino como
parte del feto. (Tizard, 1995).



4.6.- NEOSPOROSIS BOVINA

Desde las décadas de los ochenta ha emergido Neospora caninum, como una
importante agente causal, de enfermedades reproductivas en el ganado bovino
(Anderson y col., 2000).

El primer aislamiento asociado a Neospora caninum fue en 1987, en una finca
lechera en Nuevo México. Aunque, estudios retrospectivos en California sugieren

que este protozoo ya se encontraba en el afio 1985 (Anderson M; y col, 1999).

Neospora caninum ha sido diagnosticada, en numerosos paises incluyendo:
Inglaterra, Escocia, Irlanda, Australia, Nueva Zelanda, Holanda, Japon, Canada,
Francia, Sudéfrica, México, varios estados de EEUU, Argentina, Chile y Brasil, por lo
gue su distribucién es considerada mundial (Lindsay y Dubey, 1996; Dubey; 1999,
Reichel 2000, Patitucci y col., 1999).

La tasa de abortos es variable y aunque, pueden ocurrir casos con abortos
esporadicos, este organismo esta generalmente asociado a abortos mudltiples.
Trabajos realizados, en diferentes regiones ganaderas del mundo reportaron una
tasa de abortos a Neospora entre 20% y un 40% por rebafio afectado (Anderson y
col., 1991; McAllister y col, 1996; Gottstein y col., 1998; Patitucci y col., 1999a).

Tanto los bovinos productores de carne, como los de leche pueden estar afectados
por Neospora caninum, no existiendo, hasta el presente, ninguna predisposicion

racial (Dubey, 1999).



La Neospora Caninum, causa abortos durante todo el afio (Anderson y col., 1991;
Thurmond y col., 1995; Wouda Moen, 1998), existiendo paises donde es mas
comun, en verano y otros en invierno. Los abortos pueden ser endémico o
epidémicos (Dubey J. P., 2003b).

4.6.1.- SIGNOS CLINICOS.

El principal signo, en bovinos, es el aborto, la edad promedio, de los fetos abortados
es de aproximadamente 5-6 meses, pero, existe evidencia, que las hembras
pueden abortar, desde el tercer mes hasta el término de la gestacion, (Anderson y
col., 1991; Dubey y Lindsay, 1996, Dubey J. P. 2003). Existiendo un bajo porcentaje

de vacas que repiten aborto por Neospora caninum. (Anderson y col., 1995).

Los fetos pueden ser: reabsorbidos, presentarse muertos, momificado, autolizado en

el atero, nacido muerto, nacer vivo y presentar signos clinicos, nacer clinicamente

normal, pero infectado (Dubey J. P. 2003a).

Cuando el neonato presenta los signos clinicos, los que en general se presentan, en
animales menores, a dos afios, teniendo pesos inferiores a los normales. También
puede presentar signos neuroldgicos, no ser capaz de ponerse de pie, y/o presentar
los miembros anteriores y posteriores flectados o hiperextendidos, un examen
neuroldgico, nos puede revelar: ataxia, disminucién del reflejo patelar, perdida de
propiocepcién conciente, pueden también presentar exoftalmia, asimetria de los

ojos. Neospora caninum en algunos casos pueden presentar hidrocefalia.

También pueden nacer sin presentar lo signos de neosporosis, siendo un animal

portador de por vida (Dubey J. P. 2003a).



4.6.2.- LESIONES.

Las lesiones histologicas caracteristicas de la infeccion de Neospora caninum,

usualmente es una encefalitis, miocarditis, hepatitis (Dubey J.P. 2003b.)

Microscépicamente los tejidos mas afectados son: el Sistema Nervioso Central
(SNC) y el miocardio; aunque en ciertas ocasiones, los pulmones, el higado y los
rifiones, también pueden presentar lesiones. En el cerebro se observan hemorragias
multifocales, gliosis multifocal en sustancia gris y blanca, infiltracion perivascular de
linfocitos y focos de malacia, mas comUnmente, en la sustancia blanca. Las lesiones
en el SNC tienen una distribucién al azar, pero son mas facilmente reconocidas en
el tallo del cerebro, debido a que esta region se autoliza menos rapidamente, que el
resto del 6rgano. Las lesiones tempranas consisten en necrosis del tejido nervioso,
con o sin hemorragias, las cuales son dificiles de reconocer, en fetos autolizados.

Los corazones afectados presentan, miocarditis y epicarditis difusa con infiltracién
con células mononucleares, a veces, acompafiada de necrosis focal con o sin
calcificacion (Patitucci, 1994). La hepatitis es mas comuin, en abortos epizooticos

gue en esporadico (Woda, Moeny col 1997).

También pueden estar presentes lesiones en placenta, pero el parasito es dificil de
encontrar Shivaprasad y col., 1989). En muy raras ocasiones los taquizoitos de
Neospora pueden ser vistos por el microscopio comun sin la ayuda de técnicas

inmunohistoquimicas (Lindsay y Dubey, 1989).



4.6.3.- DIAGNOSTICO.

El diagndstico de Neospora caninum puede llevarse a cabo en conjunto con los

signos clinicos y pruebas diagnosticas, para hacer un diagnostico diferencial de:
Brucelosis, Campylobacteriosis, virus del IBR y virus DVB.

Hay varias pruebas de laboratorio, las que se describen a continuacion:

4.6.3.1.-Examen Parasitologico.

Se examinan las heces caninas infectados donde puede detectar los ooquistes de
Neospora caninum utilizando, un método de flotacion en sacarosa descrito para
Toxoplasma gondii (Dubey, 1995; McAllister y col., 1998).

4.6.3.2.-Aislamiento.

El primer aislamiento de Neospora caninum fue obtenido desde el sistema
nervioso central, de un perro infectado (Dubey J. y col; 1988), y posteriormente se

reportd en California, el aislamiento, desde un feto bovino abortado.

Después del aislamiento se recomienda las inoculaciones de ratones, ya que
aumentan las probabilidades de aislamiento (Yamane, I. y col; 1998) pueden ser
utilizadas como técnicas para recobrar Neospora caninum de tejidos animales
(Dubey y col., 1988).



4.6.3.3.-Microcopia Optica.

? Histopatologia.

Esta técnica se usa sobre tejidos bovinos fetales, resulta de gran relevancia como
prueba diagndstica en las infecciones de Neospora caninum. (Helman y col,;
1998). Se describen lesiones, en la corteza cerebral y el cerebelo fetal, que
resultaron las regiones mas comunmente afectadas. Existen otros estudios donde
revelan, que lesiones histopatolégicas de Neospora caninum, se presentaron en el
area basal del sistema nervioso central, (Bulbo, protuberancia y pedunculos
cerebrales (Moore D. y col.; 2000).

4.6.3.4.-Pruebas para la Deteccion de Anticuerpos.

? Prueba de Inmunofluorecencia indirecta (IFA).

Empleada en diferentes laboratorios diagnésticos (Conrad y col; 1993; Trees y col.;
1994; Paré y col.; 1995a). Esta técnica fue el primer test serol6gico usado para

demostrar los anticuerpos de Neospora caninum. ( Bjérkman Cy col.,1999).

El IFA detecta antigenos de membrana no existiendo reaccion cruzada con
Sarcocystis spp. (Dubey J.P y col., 1996). Para diluciones sericas de 1:25 1:640 la
sensibilidad y especificidad de la prueba varia de 82.4 a 97 %, 85.7 a 90%
respectivamente.



Test de IFA, tiene un buen efecto, en detectar elevados niveles de anticuerpos
contra Neospora caninum, en el suero en vacas expuestas a infecciones (Conrad y
col., 1993). Adicionalmente, la técnica de IFA para Neospora puede ser util
estableciendo el diagnéstico en fetos abortados mayores a cinco meses de

gestacion, porque poseen un mayor titulo de anticuerpos (Anderson y col., 1994).

Este test ha sido usado para un gran nimero de especies animales: como perro,

zorro, gato, bovino, ovejas, cabras, equinos, roedores y primates (Bjorkman Cy col.,
1999).

? Prueba de ELISA.

El fundamento de una del ELISA es la determinaciébn de anticuerpos contra
Neospora caninum, en suero, leche u otro fluido (Bjorkman y col., 1994; Paré y col.
1995b; Dubey y col., 1996; Lally y col., 1996; Osawa y col. 1998).

Es un método inmunolégico, que permite realizar un gran nimero de andlisis, en un
corto tiempo y presenta una alta especificidad y sensibilidad para la deteccion de
infecciones naturales y experimentales por Neospora Caninum, (Pare y col.,
1995b).



? Test de aglutinacién directa (MAT) (Romand y col., 1998).

Fue descrita en 1959 por Fulton para T. Gondii, y ha sido el test mas usado para
este pardsito, en humanos y animales. El principio de la aglutinacion directa es que
los taquizoitos intactos tratados con formalina aglutinan, en presencia de
anticuerpos especificos (Bjorkman C y col, 1999). Los anticuerpo tienen la
capacidad de aglutinarse, ya que son bivalentes, el test modificado s6lo detecta
anticuerpos IgG, que sean especificos 0 no especificos, las IgM son destruidos por
2 -Mercaptoetanol Bjorkman C y col., 1999). Este test es especifico y sensible a
Neospora caninum y no se produce una reaccion cruzada con otros parasitos

relacionados o no relacionados (Dubey 1999).

Esta técnica tiene una gran repetivilidad, es barata, de facil lectura, utiliza poco
equipamiento y material (Romand S., y col.; 1998).

Comparandose la técnica de aglutinacion e IFA, la sensibilidad y la es pecificidad
que se obtuvo fue 100% vs. 98% y 97% vs. 99% respectivamente (Packham, A., y
col.; 1998).

Ninguno, de estas técnicas, es util para el diagnostico de Neospora caninum en
animales individuales. Sin embargo, en estudios poblacionales, altos niveles de
anticuerpos a Neospora caninum estan asociados con aborto en bovinos (Paré y
col.; 1997, Wouda y col.; 1998).



4.6.3.5.-Pruebas parala deteccion de Antigenos Parasitarios.

? Inmunohistoquimica.

Se realiza sobre tejidos fijados en formalina, con lesiones histopatolégicas
compatibles con Neospora caninum, presentando una alta especificidad, pero, su
sensibilidad es baja, probablemente por los escasos parasitos presentes, en tejidos
autolizados. (Anderson M. y col.; 2000).

4.6.3.6.-Prueba de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta técnica, fue desarrollada, por primera vez por Kary Mullis. En Medicina
Veterinaria los primeros informes de esta practica, datan del afio 1989, en trabajos
publicados por Belak, y col 1989; Deacon y Lah en 1989, en donde se
diagnosticaron afecciones virales, en diferentes especies animales, confirmando asi
las ventajas dadas por Mullis tres afios antes. La técnica fue un gran avance para la
ciencia, ya que se utilizd, para diagnosticar enfermedades, en las cuales los
métodos tradicionales de diagnéstico de laboratorio, eran complejos, engorrosos y
caros, como cultivos celulares y microscopia electrénica.

El funcionamiento de esta técnica, imita el fenédmeno de replicacion de DNA,
aislandose el fragmento que debe ser utilizado en un tubo de ensayo, aplicando
calor para separar las dos cadenas de la molécula, una vez que se ha enfriado, se
afladen fragmentos cortos de ADN denominados Oligos o partidores, que son
complementarios a la cadena que se unen, marcando asi el segmento que debe ser
amplificado. Se afiade a la muestra de nucleétidos una enzima denominada ADN
polimerasa, la que constituye con los nucledtidos afiadidos, una cadena

complementaria de cada segmento amplificado, obteniendo de nuevo una molécula



de ADN de doble cadena. Cada ciclo de calentamiento y enfriamiento duplica la
cantidad de ADN deseado en el tubo de ensayo, por lo que en unas cuantas horas
pueden obtener millones de copias de un fragmento de ADN. Lo anteriormente
sefialado tiene lugar en tres fases denominadas desnaturalizacion, templado y

polimerizacion, constituyendo un ciclo completo de PCR que se realiza en menos de
dos minutos (Varraso y col., 2001).

Como ventajas de esta técnica se puede encontrar: confiabilidad, sensibilidad,
especificidad, reproducibilidad, rapidez, simplicidad y costo Rimstad y Evensen,
1993) y posee la ventaja que puede realizarse a partir de material congelado (Ellis y
col., 1994; Holmdahl y col., 1994).



4.7.- CONTROL Y PREVENCION.

Si bien no existe un progreso en el control efectivo, algunas de las técnicas que se

pueden emplear para reducir la infecciobn en bovinos: eliminando las vacas
infectadas, minimizacion de reemplazos.

Las infecciones congénitas también pueden ser reducidas, sélo remplazando por
hembras seronegativas o realizando transferencia embrionaria (Thurmond y col.,
1995).

Minimizar la transmision, desde el hospedador definitivo, para lo cual habria que,
disminuir la exposicion a tejidos infectados, como placenta, fetos abortados, al
hospedador definitivo, el perro. (Thurmond y col., 1995).

Reducir la exposicion del ganado a los ooquistes, que elimina el hospedador
definitivo (Thurmond y col., 1995).

Otros factores a tener en cuenta, es la inmunidad de la madre, ante la infeccién de
Neospora caninum, la que juega un papel importante, en la prevencion de la

infeccion fetal (Anderson y col1994).

No existen vacunas para prevenir los abortos por Neospora caninum en el ganado
bovino, la neosporosis, es una infeccion enigmatica en bovinos, provocando
cuestionamientos sobre los inmunologos, parasitdlogos y veterinarios (Dubey J. P.
2003b).



4.8.- SITUACION EN CHILE.

En Chile, recientemente, se ha detectado la infeccion por Neospora caninum en
vacas que sufrieron abortos (Patitucci y col., 1999b). El citado trabajo demostré la
presencia del este parasito, en vacas abortadas de tres establecimientos, sobre un
total de cuatro, que habian sufrido episodios abortigénicos de causa desconocida.
Otro estudio realizado, en dos establecimientos de la IX Regién, demostré6 una
prevalencia predial entre 17 y 35% (Patitucci y col, 2000). Por otro lado la
enfermedad también ha sido reconocida, en perros rurales y urbanos de la IX
Region de Chile (Patitucci y col. 2001).

Estos datos preliminares, asi como, las condiciones epidemiologicas propias, de
sistemas de produccion extensivos y la elevada cantidad de caninos, asociados a
las explotaciones ganaderas, avalan el hecho de que la enfermedad sea importante,
en el pais.

En el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), los médicos veterinarios y los
ganaderos estan llevando a cabo, un exitoso plan de control de la Brucelosis
Bovina, pero aun, resta trabajo por hacer en el tema de los agentes infecciosos
gue afectan la reproduccion. Por dra parte no se debe descartar su probable
potencial patogénico para los seres humanos, ya que, trabajos experimentales

han demostrado la infeccién, en primates no humanos.

Estimaciones monetarias, de las pérdidas ocasionadas por el aborto bovino, son
escasas Yy calcular valores exactos es dificil, debido a los muchos factores que estan
involucrados (Olds y col, 1979). Bajo las condiciones de produccién de leche en
Chile, donde se posee pariciones durante todo el afio, los mayores costos estan

determinados, por la decision que se tome con la vaca abortada.



OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar la Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

para el diagnostico de Neospora caninum en Tejido Nervioso Central de
fetos bovinos abortados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Obtener un control positivo de Neospora caninum.

Implementar la técnica de extraccion de DNA de cerebro.

Seleccionar los oligos o partidores a utilizar.

Determinar los parametros 6ptimos de PCR, para Neospora caninum.



7.1.-

MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES.

Pre —Reaccién en Cadena de la Polimerasa. PCR.

Toma de muestra.

? Bolsa estéril.

? Termo transporte.
? Bisturi.

? Pinzas.

? Mango de bisturi.

Extraccion de ADN.

? Kit de Extraccion E. Z. N. A ¥ tissue ADN Kit.
? Agitador.

& Centrifuga.

& Bafo de agua.

# Pipetas de 1000ul, 200ul y 20 ul.

& Tubos eppendorf libres de ADN.



?

R R B & & & & & &

Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR.

Termociclador para PCR.

Tampon.

Cloruro de Magnesio (MgCl,.

dNTPs.

Agua destilada, desionisada.

Partidores (Yamage M.. y col. 1996).

Taqg DNA polimerasa.

Pipetas de 1000UL, 200ul y 20 ul.

Tubos eppendorf para PCR libres de ADN.

Post Reaccion en Cadena dela Polimerasa PCR

Electroforess.

Agarosa 0.8 y 2 % (DNA Grado Fisher Scientific (fisher Chemical).
Tampon TAE.

Bromuro de Etidio (100 ug/ml).

Loading buffer (Invitrogen, 6X BlueJuice).

R &R & & &

Marcador de peso molecular DNA Ladder
(Fermente gene Ruler 1 Kb DNA 0.5 mg DNA/ ml).
Sistema de electroforesis Bio Rad Power / PAC 3000.

&

Sistema de fotodocumentacion Darkroom CN-TFX Vilber Lormat.

&

& Programa Computacional Chemilmager 4400
(Alpha Innotech Corporation).

& Lamina parafilm.

& Pipeta de 200ul y 20ul.

& Balanza analitica



N
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Generales.

Refrigerador.
Freezer —70 °C UUT.
Guantes.

Cajas de polietileno.
Congeladores.
Puntas.



7.2.- METODOS.

? Seleccion de Muestras.

La seleccidn de las muestras se hizo de forma no probabilistica, por conveniencia.

? Toma de Muestra.

Se procedi6 a extraer los cerebros de 8 fetos, que se presentaron como casuistica
para el area de Patobiologia de la Universidad Catélica de Temuco. A los que se les
realizo una necropsia, donde se procede a abrir el feto, desde la zona abdominal
hacia toracica, revisando todos los érganos, uno por uno y tomando muestras de los
gue se tenga sospecha de una patologia, luego los cerebro fueron extraidos, lo mas
asépticamente posible, rompiendo el craneo, luego con una hoja de bisturi y se
extrajo con una pinza, colocandola en una bolsa plastica estéril, luego se rotulé y se
congelo a =70 ° C, hasta que fuera utilizado para la extraccion de DNA. Para tomar
la decision de realizar la extraccion se procedioé a hacer un examen histopatolégico,
dando los siguientes resultados.



Feto N° Histologia
1° Encefalitis, Hepatitis, Miocarditis
2 Encefalitis, Hepatitis, Miocarditis
3P Encefalitis, Hepatitis, Miocarditis
4° Encefalitis, Hepatitis, Miocarditis
5° Hepatitis Miocarditis
6° Hepatitis Difusa
° Hepatitis Periportal
& Neumonia Hepatitis

Tabla N°1:  Hallazgos Histopaldgicos.

? Extraccion de ADN desde Sistema Nervioso Central.

Se ocupé un kit comercial Extraccion E. Z. N. A ®" tissue ADN , llevandose a cabo,
instrucciones de acuerdo a las del fabricante, se afiadi6 a un tubo eppendorf 30 mg
de tejido cerebral pulverizado, el cual, previamente fue procesado, en un mortero
congelado , al que se le agreg6 200 pl de buffer TL. Luego de lo cual, se la afiadio
25 ul de Proteinaza K (20 mg/ml), y se mezcld, para colocarlo en un homogenizador
a 55 ° C por tres horas. Luego, de la incubacion se le afiadio 220 pl de Buffer BL y
se aplico vortex, para luego incubarla a 70 ° C por 10 minutos. Posterior a esto se le
agrego 220 pl de etanol absoluto y se procedié a aplicar vortex, se extrajo la
muestra completa y fue colocada en el sistema de columnas, con un tubo de 2 ml,
fue centrifugado a 8.000 x g por un minuto, se elimind el liquido y la columna fue
colocada en otro tubo de 2 ml, a la cual se le afiadié 750 pl de buffer de etanol con
agua, el que fue mezclado con anterioridad. Se procedio a centrifugar a 8.000 x g

por un minuto y se elimina el liquido centrifugado, se coloca nuevamente la columna

1L aboratorio Onega Biotek.



en otro tubo de 2 ml. y se le agrega 750 ul de buffer de agua con etanol, se
centrifuga a 8.000 x g por un minuto, posterior a esto, el liquido se elimina, se toma
la columnas y se coloca en otro tubo de 2 ml y se centrifuga en seco a 10.000 x g
por dos minutos, este es un paso de gran importancia en la extraccién; luego la
columna, es colocada en un tubo eppendorf de 1.5 mly se le afiade 200 pl de buffer
elution, la que fue precalentada a 70 ° C con anterioridad, y se deja por tres minutos
a temperatura ambiente, se centrifuga a 8.000 x g por un minuto, se tomé la
columna y se coloca en otro tubo eppendorf de 1.5 ml agregando 200 ul de buffer
elution se deja a temperatura ambiente por tres minutos y luego es centrifugado a
8.000 x g por un minuto. Los tubos son rotulados y guardados a — 20 ° C, hasta su
uso.

Para comprobar una buena extraccion se procedio a correr un gel de 0.8 % agarosa

para ver si estaba degradado.

? Extraccion de ADN desde Tacos fijados en Parafina.

Se toman cortes de 10 um y se procede a raspar con un bisturi estéril , se procede
a colocar dentro de un tubo eppendorf de 1.5 ml, al que se agrega 1 ml de Xilol, se
hace un vortex para luego centrifugar a 10.000 x g por diez minutos, se elimina el
sobrenadante, se le agrega 1 ml de etanol absoluto, se centrifuga a 10.000 x g por
cinco minutos y se elimina el sobrenadante, se repite el lavado con etanol
nuevamente, el pellet se deja secar por quince minutos a 37 ° C.

Posterior a esto, se procede a seguir con el protocolo de extraccion de tejido fresco,
anteriormente explicado. Diferenciandose solamente, en el Ultimo paso donde se

agregan solo 100 ul de buffer elution.



? Seleccion y obtencidn de nucledtidos.

Los oligos o partidores elegidos corresponden a los descrito por Yamage y col.,

1996, Np 21 (5<GT GCGTCCAATC CTGTAAC<3) y Np6 (5>
CAGTCAACCTACGTCTTCT >3), que amplifican un segmento de 328 pb del gen
especifico de Neospora caninum descrito por Kauffmann y col., 1995 (GenBank ™
X 84238).

? Obtencién del control.

El control positivo, corresponde a un DNA de Neospora caninum, el que fue
donado por el Doctor J. Dubey desde Estados Unidos, el cual sera clonado en el
vector pGEM T easy, y como control negativo se utilizé agua destilada.

? Técnica de Reaccién en Cadena de Polimerasa. PCR.

Para la amplificacién del DNA sera procesada en 50 ?| de la mezcla, la cual
contiene 1?1 de la muestra, 5?1 de solucion tampon 5x, 2?1 de cada primer a una
concentraciéon de 10pmol/?, 4 ?1 de MgCL a 25mM, 1?1 de dNTPs a una
concentracion de 10Mmol y 0.3 ul de Tag DNA polimerasa a 5u/?l. Posteriormente
esta mezcla fue mantenida en hielo a 4 ° C hasta ser colocada en el termociclador,
Perkin Elmer, gene Amp PCR System 2400, con las siguientes condiciones: 60 seg.
A 94°C, 60 seg. A 55°C y 210 seg. A 74°C, con un total de 40 ciclos, luego fue

mantenida en hielo.



También se probd otra técnica de amplificacion donde lo Unico que se modifico
fueron tiempo y temperaturas: 5 minutos de desnaturalizacion a 95°C., luego se
realizaron 40 ciclos con la siguiente secuencia térmica, 60 segundos a 94°C.
“desnaturalizacién”, 60 segundos a 60°C. “annealing”, 90 segundos a 74°C.,

después del ultimo ciclo se agregd, 600segundos a 74°C. (Muiller N. 1996).

? Preparacién del Gel de Azarosa.

Se utilizé un gel de agarosa al 2 %, el que contenia 2 gramos de agarosa 'y 100mi
de TAE. Al lo cual se le agreg6 1 ?1 de Bromuro de Etilo.

? Carga del Gel de Azarosa.

En la primera celda del gel, se coloca el marcador de peso molecular DNA Ladder
(Fermente gene Ruler 1 Kb DNA 0.5 mg DNA / ml.), en las celdas siguientes se
coloca 1?| de cada tubo: control positivo, control negativo y muestras amplificadas,
las que se colocaron junto con 1 ul de Loading buffer (fermenta, 6X BlueJuice) y
colocadas en un gel de agarosa al 2 % .para realizar la corrida de electroforesis, a
80 volt.

? Clonaciéon Control Positivo.

Para realizar la clonacién se procede a realizar un PCR del control positivo,
siguiendo los pasos recomendados por Yamage y col, 1996; el que sera clonado

en pGem ® T easy vector sistem 1.(Promega).



En un tubo ependorff se colocan 5 ?I de buffer 2x, 3?I de PCR control positivo, 17|
vector pGem T Easy y 171 enzima T4 DNA, esto se deja hasta el dia siguiente a
4 °C.

Se coloca en una celda de electroforacion y se deja enfriar en hielo por 30 minutos,
en la celda se colocan 2 ?I de mi plamido y 507 de la bacteria (DH5?) electro

competente, a la que se le aplica 1380 V de voltaje dos veces. Luego se resuspende
en 200 7 de SOC, medio de cultivo, se coloca a la mezcla de DNA mas la bacteria,
es llevado a 37° C, en agitacién por 90 minutos. Luego se siembra entre 30 ?ly 70

?l en placas que tiene medio LB +AB (Ampicilina), y se deja a 37° C toda la noche.

Se seleccionan las colonias a través de, X — gal e ILTG, lo que lleva a formar
colonias blancas y azules.

Al otro dia se extraen las colonias blancas, las que son colocas en un tubo falcon
(5ml) que tiene LB + AB (ampicilina) y dejarla toda la noche con agitacion, para
luego realizar una miniprep, E.Z.N.A.™, Plasmid miniprep Kit . Omega Bio - tek.
Para la realizacion de esta se procedié a seguir las instrucciones del proveedor.
Obteniéndose 50 ?1 de solucion.

? Digestion Clonacion Control Positivo.

Se coloca 1 ?I de nuestra solucion obtenida de la miniprep, conjunto con 1 ?l de la
enzima Eco R1, 1 ?I del buffer de la enzima y 7 ?| de adesi, luego se coloca a 37 °

C. Por una hora.



?

Protocolo de Secuenciacion DNA.

Se utilizé Silver Séquense DNA sequencing reagent. Promega.

Preparar 4 tubos de PCR marcados con (G,A,T,C.) respectivamente
agregando a cada tubo 2?1 del d /ddntp mix apropiado, colocar los tubos a

4°c hasta que sean utilizados.

Para la secuenciacion, mezclar los siguientes reactivos en un tubo eppedorf.

Rx Muestra.

DNA templado plamidial (2-4 ?2g)  1-2 pmol/1~I.
Buffer secuenciacion 5 x5 ?I.

Primers 4-5 pmol 3.457.

agua destilada libre de nucleasas, 16 ?I.

Rx Control.
pPGEM® 32 f(+)DNA control 4?g.

Buffer secuenciacion 5x.
Primers pVc/Mb For word. (4,5 pmol)

Agua destilada libre de nucleases.

Agregar 17l de Tag polimerasa , mezclar por pipeteo fuerte.

Agregar 4 ?| del mix enzima/ primer/ templado del paso 32 a cada tubo del

mix d/ddntp y mezclar bien.



Mezclar corto en la centrifuga.

Colocar los tubos en el termociclador que ha sido precalentado a 95°

Celsius.

Después de finalizada la amplificacion, agregar 3?1 de soluciéon Stop de
secuencia de DNA, se realiza un spin (centrifugacion en corto tiempo) para

detener la reaccion.

Calentar la reaccion a 70° C por 2 minutos, inmediatamente antes de cargar

3-5 ?I de cada reaccién, en el gel de poliacrialmida 4-6% de secuencia con

espaciadores de 0.4mm.

Preparacion del Gel Acrilamida para Secuenciar.

Para hacer el gel Acril/ urea 70ml, agregar 3607 de Persulfato de amonio
10% mas 36?| de TEMED.

Antes de montar el vidrio se debe agregar Bind Silone al vidrio chico.

Se limpia la placa de vidrio largo, con un kleenex saturado en Sigmalote
(Aml).
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Se arma la camara de electroforesis para secuenciacion y luego se carga el

gel preparado. Se deja por 2 horas hasta que se gelidifique.

Se saca la Urea de los pocillos, para lo cual se hace correr el gel a 1.800volt

por 30 minutos.

Se carga 3-47?| de cada solucién y de deja correr a 1.800 volt, cada 2 horas y

luego se carga de nuevo y se deja correr a la misma velocidad otras dos
horas.

Tincion de GEIES de secuenciacion con Nitrato de Plata.

Fijar el gel: poner el gel en una bandeja y cubrirlo con la solucién Fix /stop

agitando por 20 minutos.

Lavar el gel: se lava tres veces por 2 minutos cada una con Adesi usando
agitacion , levantando el gel fuera del lavado permitiendo drenar por 10-20

segundos antes de transferir al siguiente lavado.

Teniir el gel: transferir al Nitrato de Plata agitando por 30 minutos, sumergir y

sacar.

Completar la preparacién de la solucion de revelado, agregando el

formaldehido y trisulfato de sodio.



4° - Remover el gel dejando a un lado , transferir la solucién de tefido a una

botella y lavar la bandeja con agua.

5.- Enjuagar el gel en Adesi no mas de un segundo y colocar en la bandeja con
el revelador.
6.- Agitar la soluciéon hasta que las bandas comiencen a notarse , transferir el

gel al resto de la solucion de reveladora, continuando 2-3 minutos o hasta
gue esté todo visible.

7.- Para terminar la reaccién de desarrollo y fijar el gel, agregar la solucién

Fix/stop directamente sobre la solucion de revelado por 2-3 minutos.

8.- Enjuagar por 2 minutos dos veces con adesi.

9.- Secar el gel a temperatura ambiente.

Posteriormente se coloca en una fuente de luz y se lee de abajo hacia arriba,

teniendo en cuenta la forma de ser cargado.



8.- RESULTADOS.

8.1.- CLONACION DEL CONTROL POSITIVO.

8.1.1.- PCR CONTROL POSITIVO.

Para la realizacién del PCR, se utilizo la técnica de amplificacion recomendada por
Yamage y col, 1996.

1- Marcador de Peso 1KB DNA Ladder

2.- Control Positivo (DNA Dubey J.)
3.-  Control Negativo.

328 pb

Figura 2: PCR del Control Positivo.



8.1.2.- CUANTIFICACION.

Para la realizacion de la cuantificacion se utilizo un el Plasmido PRB 322, el que
tiene una concentracion conocida de 50 ng/ pl, con el cual, a través del Programa
computacional Chemilmager 4400 (Alpha Innotech Corporation), se procedié a
cuantificar.

1.- Plasmido pRB 322
2.- Plasmido pGEM T easy +

DNA Neospora
3.- Marcador de Peso 1Kb DNA Ladder

Figura 3: Cuantificacion del Plasmado pGEM T easy + DNA Neospora.



8.1.3.- DIGESTION CONTROL POSITIVO.

Se logré la clonacion del control positivo, lo que queda demostrado, en la fotografia,
la que fue digerida primeramente, con la enzima Eco R1. La banda superior
corresponde al plasmido pGEM T easy y la segunda banda es el control positivo

clonado.

1- Marcador de Peso 1Kb DNA Ladder.
2.- Plasmido Pgem T Easy

(Enz. EcoR1)
3.-  Control Positivo.

328 pb

Figura4 Clonacién Control Positivo.



8.1.4.- SECUENCIACION DEL CONTROL POSITIVO DE NEOSPORA CANINUM.

La secuenciacién, dio como resultado la siguiente secuencia de nucleétidos, luego
de procesarla en el programa Blast, la secuencia coincidié en un 97% de homologia
a Neospora caninum, (genbank X 84238)

776 CAGICAACCTACGTCTTCTGCCCCTCCCCTCGTCCGCTTGCTCCCTATGCATAATCTCCC 717
716 CCGT CATCﬁF(;fZGCCGCCGGT GI'TGCCTCAACACAGAACACTGAACTCTCGATAAGTATCA 657
656 TTGACACACTGICCACACCCT GACGCAGGCTGATTTCAACGT GACGAATGACTAACCACA 597
596 AACCACGTATCCCACCTCTCACCGCTACCAGT TCCCTCGGT TCACCCGT TCACACACTAT 537
536 AGCCACAAACAAAAAAGGAGCCTTGCTGCCGCATGCTGCGCCCAACAACGACACGTCAGC 478

477 AGAGCAACACGTTACAGGATTGGACGCAC 447
NP21




8.2.- EXTRACCION DE DNA DESDE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
FRESCOS Y FIJADOS EN PARAFINA.

Se lograron hacer varias extracciones de DNA de cerebros frescos, pero ninguno
concluyé con un PCR positivo. Con los tejidos fijados en parafina no se logro una
extraccion exitosa. Para las dos extracciones se utilizo el mismo kit, demostrando la
gran diferencia que existe entre los dos tipos de tejido y su calidad de extraccion.

1 2 3 4 5

1- Marcador de peso 1Kb DNA Ladder
2.-  Muestra Cerebro 1
3.-  Muestra Cerebro 2
4-  Muestra Cerebro 3
5.-  Muestra Cerebro 4
6.- Muestra Cerebro 5
7.-  Muestra Cerebro 6
8.- Muestra Cerebro 7

9.- Muestra Cerebro 8

Figura 5: Extraccion DNA cerebros frescos.



8.2.1.- EXTRACCION DE DNA DESDE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
FIJADOS EN PARAFINA.

1.- Marcador de Peso 1Kb DNA Ladder
2.- MuestraTaco 1

Figura 6: Extraccion DNA desde tejido fijado en Parafina




8.3.- TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA
LOS SISTEMAS NERVIOSOS CENTRAL FRESCOS.

Para la realizacion de PCR, siguiendo las recomendaciones de Yamage, 1996, en
las extracciones de Sistema Nervioso Central de fetos bovinos abortados,
obteniendo resultados negativos en cada uno de ellos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1.- Marcador de Peso 1 Kb DNA Landder
2.- Control Positivo. (328 pb)
3.- Cerebro N°1

4.- Cerebro N°2

5.- Cerebro N°3

6.- Cerebro N°4

7.- Cerebro N°5

8.- Cerebro N°6

9.- Cerebro N°7

10.-Cerebro N°8

11.-Control Negativo.

Figura 7: PCR de Tejido Fresco



8.3.1.- TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA
LOS SISTEMAS NERVIOSOS CENTRAL FIJADOS EN PARAFINA.

Para la realizacion de PCR, siguiendo las recomendaciones de Yamage, 1996, en
las extracciones de Sistema Nervioso Central de fetos bovinos abortados fijados en

parafina, obteniendo resultados negativos.

1- Marcador de Peso 1Kb DNA Ladder.

2.-  Control Positivo. (328 Pb)
3.-  Control Negativo

4.-  Cerebro Fijado en Parafina

Figura 8: PCR de Tejido Fijado en Parafina




8.4.- PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) PARA EL CONTROL POSITIVO.

Para poner a punto la técnica de PCR para el control positivo, se realizaron
variaciones como: modificaciones en las cantidades de la mezcla y las variaciones
en las temperaturas del termociclador.

8.4.1.- DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL CONTROL POSITIVO.

Se prob6 diferentes concentraciones del control positivo clonado, dando un buen
resultado, en concentraciones de 40.4 ng/ul y 60.6 ng/ pl, lo que equivale a 1ply 1.5

pl, utilizando las siguientes concentraciones:



Control + 4ng/ pl |8 ng/ Wl 12 ng/ pl [16ng/ ul | 20ng/ yl | 40ng/ pl |60 ng/ wl | 80ng/ pl | 101 ng/ pl | 121ng/ ul
Buffer 10X 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
MgCl, 25mM 4ul 4l 4l 4l 4ul 4ul 4l 4l 4ul 4ul
DNTPs 10mM 1pl 1l 1l 1l 1l 1yl 1l 1yl 1l 1l

Np21 10pmol 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul

Np6 10pmol 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul

Taq 5U/ yl 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul
ADESI 36.6 pl |36.5u  36.4ul 36.3ul 36.2ul 357y [35.2u 34.7ul 34.2ul 33.7ul
Total 50ul 50l 50ul 50pl 50ul 50ul 50ul 50ul 50pl 50ul




1.- Marcador de Peso Kb

DNA Ladder.
328 pb

2.- Control Positivo (4 ng)

3.-Control Positivo (6ng)
4 -Control positivo (12ng)
5.- Control Positivo (16ng)
6.- Control positivo (20ng)

7.- Control Negativo.

8.- Control Positivo (40ng) 328 pb

9.- Control Positivo (60 ng)
10.- Control positivo (80ng)
11.- Control positivo (101ng) 8 9 10 11 12 7

12.- Control Positivo (121ng)

Figura 9: Distintas Concentraciones del Control Positivo.




8.4.2.- DIFERENTES TEMPERATURAS DE “ANNEALING”.

Se procedi6 a variar las temperaturas de annealing, en el siguiente rango 50 - 60°

C., obteniendo una banda mas nitida, en las temperaturas de 55.5° C., 59.3 ° C,,
59.8° C. Utilizando la siguiente solucién:

Control + (40ng) 1
Buffer 10X 5ul
MgCl, 25mM 3ul
DNTPs 10mM 1l
Np21 10pmol 2u
Np6 10pmol 2.l
Taq 5U/ pl 0.3 u
ADESI 35.7 ul
Total 50 pl
1 2 3 45 6 7 13
1.- Marcador de peso
2.-50°C
3.-503°C 3
4.-509°C
5.-51.8°C
6.-529°C
7.-542°C
8.-555°C 328 pb
9.-56.9°C
10.- 58.4 ° C.
11.-59.3°C 8 9 10 11 12 13
12.-59.9°C
13.- C. Negativo

Figura 10: Diferentes Temperaturas de Annealing.



8.4.3.- NUMERO DE CICLOS.

La ultima modificacién que se realizé fue disminuir la cantidad de ciclos, desde 40 a

35 ciclos, obteniendo una banda nitida.

1.- Marcador de Peso
2. Control Positivo 35 ciclos

3.-  Control Positivo 40 ciclos 328 pb

4.- Control Negativo.

Figura1l:  Control Positivo 35 ciclo.




8.4.4.- CONCENTRACIONES DE CLORURO DE MAGNESIO.

Se probaron distintas concentraciones, de Cloruro de Magnesio, teniendo un buen
resultado entre los 2.5mM a 1.5mM, y como limite inferior ImM.
Control+ (40ng) || 1 pl 1l 1l 1l 1pl Control -
Buffer 10X 5ul 5u 5u 5 ul 5u 5u
MgCl, 26mM___ |[GHI (2.5mM) [ 4 {I(2mM) | 3 il (L.6Mm)| 2 JI(ImM) | L {I(0.56mM) | 3 H
DNTPs 10mM 1l 1yl iV 1yl Tyl 1l
Np21 10pMol 2 pl 2u 2u 2 ul 2u 2 ul
Np6 10pMol 2u 2l 2l 2 ul 2 ul 2ul
Taqg 5U/ ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 pl 0.3 0.3 ul 0.3 ul
Adesi 33.7 34.7 yl 35.7 36.7 pl 37.7 377 |
Total 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 50 pul

1 2 3 4 5 6
1.- Control Positivo
2.- 2.5mM de MgCl,
3.- 2 mM de MgCl, 328 pb
4.- 1.5 mM de MgCl,
5.- 1 mM de MgCl,
6.- 0.5 mM de MgCl,
7.- Control Negativo.

Figura 12:

Distintas Concentraciones de Magnesio.




8.4.5.- PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA EN CADENA DE LA POLIMERASA
DEL CONTROL POSITIVO.

Por dltimo, para poner a punto la técnica del control positivo, se concluye los

siguientes voliumenes para la mezcla maestra:

Componente Volumen Concentracion
Control Positivo 1 40ng
Buffer 10X 52 1X
MgCl, 25mM 32l 1.5mM
Dntps 100 mM 17 0.2mM
Primers(Np6) 10pmol 22| 20pmol
Primers (Np21)10pmol 22| 20pmol
Taq 5U°I 0.37 15U
Agua 34.771
Total 507

Tabla N° 2:  Tabla Mezcla Maestra.

Esta solucion fue colocada en el termociclador, siguiendo la siguiente secuencia de
temperaturas. Comenzando por un ciclo de 95 ° C por 300 segundos, continuando
con 40 ciclos, los que correspondieron a 94° C por 60 segundos, seguido de 55° C
por 60 segundos y 74° C por 210 segundos, y una extension a 74° C por 600
segundos. Posteriormente, la amplificacion de DNA permanecié a 4 ° C hasta su

proceso, para luego ser almacenado a — 20 ° C.



Dando comoresultado la visualizacion de la banda de DNA por electroforesis, en un
gel de agarosa al 2%.

1.- Marcador de Peso
2.- Control Negativo

3.- Control Positivo

328 pb

Figura13:  PCR Control Positivo.




9.- DISCUSION.

En este estudio el objetivo primordial, fue estandarizar la prueba de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), para el diagnéstico de Neospora caninum, en
tejido nervioso central de fetos bovinos abortados, por su gran importancia, como

patdgeno abortigeno, en la produccién Bovina a nivel mundial. (Dubey J. P.; 2003).

Una de las caracteristicas, por la cual, se decidi6 realizar esta técnica diagnostica,
fue la gran sensibilidad del PCR para detectar pequefas cantidades del parasito, en

variados tejidos.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, ha demostrando su ventaja diagnéstica,
al ser comparada con otras técnicas de uso de rutina en algunos laboratorios

diagndsticos como: Histopatolégica, Inmunohistoquimica (Blaszler y col.; 1999).

En varios estudios de diagnéstico, de Neospora caninum por PCR queda de
manifiesto, la amplia gama de partidores usados, las distintas cepas de este
protozoo para ser analizadas, las distintas técnicas de amplificacion del DNA y los

diferentes tipos de tejidos para diagnosticar Neosporosis.

Collantes 2002, en su estudio cuantitativo sobre Neospora caninum, trabajo con
muestras de fetos bovinos naturalmente infectados, extrayendo DNA de cerebro
tanto fresco, como fijado en parafina, describiendo la variaciones en cantidad y
calidad, que existen entre estos dos tipos, dejando claro, que el Ultimo, presenta una

marcada disminucion de ambas variantes. Lo que concuerda con Lehmann G.,



2000, quien reporta, que los tejidos conservados en Formaldehido, por mas de una
semana, sufren un marcado dafio de los acidos nucleicos, resultando solo trozos de

DNA cuando se realiza la extraccion.

Bazsler 1999; compara la sensibilidad del PCR, entre las extracciones desde tejidos
en parafina y los frescos congelados, a los cuales se les diagnostic6 Neosporosis,
por histopatologia; resultando en la primera de ellas un 100% de sensibilidad, no asi
en los congelados llegando solo a un 77%, concluyendo que una de las bases, para
realizar un PCR, es el diagndstico histopatoldgico.

Los controles internos, aunque en la mayoria de los estudios no son utilizados,
tienen un gran valor a nivel diagndstico, por cuanto deberian ser usados antes de

realizar un PCR especifico.

Collantes 2002 y Bazsler 1999; realizaron sus estudios, basandose en fetos bovinos

abortados, infectados naturalmente, pero realizando antes del PCR una diagnéstico
histopatolégico e inmunohistoquimico.

Los partidores usados para esta tesis, Np6 y Np21 descritos por (Yamage 1996),
fueron los mismos usados, por Koyama, 2001; y siguiendo las mismas condiciones
del PCR; en cerebros de ratén inoculados con cultivos celulares de Neospora
caninum. Por cuanto, el diagnéstico por PCR para estos tiene mayores facilidades,
por el tamafo del cerebro del ratén y teniendo claro que los ratones presentaban

signos clinicos de Neosporosis.

Hill 2001 y Gondim 2004, utilizan los mismo partidores anteriormente nombrados, en
la descripcion de la técnica PCR, para ooquistes de perro y coyote respectivamente,

lo que concuerda con lo descrito por Yamage; 1996, donde concluye, que estos



partidores son altamente sensibles para el diagnostico de DNA derivado de

Taquizoito.

Blazsles 1999; realiza el PCR utilizando cuatro partidores descritos por Yamage
1996; los cuales son Np4 - Np7, para luego repetir la amplificacién con Np6 - Np7,
obteniendo una banda 275 pares de bases; esto es utilizado para disminuir la
contaminacién con amplicones inespecificos.

Para la realizacion de las condiciones de PCR, inicialmente, se utilizaron las
descritas por Yamage 1996, obteniendo buenos resultados con los controles
positivos, se probo las condiciones recomendadas por el Dr: Bruno Gottstein 2. Las

gue tuvieron mucho mejor resultado en el control positivo.

Este trabajo demuestra que la temperaturas de annealing, que puede ser utilizada
para el PCR de Neospora caninum, puede varias desde 55° C hasta 63° C,
temperatura recomendada por Miuller 1996, pero los 55° , 59° y 60° C, son las
temperaturas que mejor calidad de la banda se observa.

Es importante tener en cuenta, que los estudios relacionados a la deteccion de
DNA de Neospora caninum, son realizados con inoculaciones, anteriores a la
extraccién de DNA.. (Yamage M., 1996; Collantes E., 2002;), lo que hace que
tengan un marcado éxito; a diferencian de esta tesis donde las muestras fueron
tomadas, con sola la sospecha de que estaban infectados con Neospora caninum.

! Gottstei n, B. Comunicacion Personal Octubre 2003



El fragmento de DNA especifico de Neospora caninum, fue descrito previamente
por Kaufmann en 1995; pero adn, no se conoce a que zona del Protozoo codifica,
esto fue consultado, al doctor J. Dubey® y Bruno Gottstein', los que confirmaron

esto, en forma personal.

! Gottstein, B. Comunicacién Personal Octubre 2003
2 Dubey, j. Comunicacion Personal Mayo 2004



10.- CONCLUSIONES.

El trabajo realizado en el presente estudio, permitio, la realizaciéon de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa PCR en cultivo de Neospora caninum, definiendo los
parametros limitantes de la reaccion, y logrando la estandarizacién de esta.

Las concentraciones limites para una reaccién positiva de PCR, fueron las de 4.04
ng /uly 121.1 ng/ul; la concentracién ideal para una reaccion positiva de PCR, es
de 40.4 ng/pl.

La temperatura de annealing, es un parametro importante, para la obtencién de un
PCR positivo, siendo para Neospora caninum las temperaturas ideales las de 55,
59y 60 ° C., concordando con los trabajos revisados. Estandarilizandose en 55°C.

Las concentraciones de Magnesio, es otro de los parametros de mayor importancia
en una Reaccion de Polimerasa en Cadena, teniendo una buena reaccién en 1.5

mM de Cloruro de Magnesio. Y teniendo como concentracion limite 1 mM.

La variacién de los nimeros de ciclos, demostrd, que los 35 y 40 ciclos, tienen un
buen resultado, pero lo recomendado por la mayoria de los autores revisados,
aconsejan que los 40 ciclos es lo ideal para Un PCR de Neosporacaninum.

Todos esto nos lleva a demostrar la gran importancia que tiene este estudio, ya que
logro dilucidar los parametros ideales para el diagnostico a través de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR de Neospora caninum. Lo que puede

ser extrapolado en un laboratorio de Diagnostico Veterinario.
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