UCUENCA

Universidad de Cuenca

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Carrera de Medicina Veterinaria Zootecnia

Evaluacion de una ADN polimerasa Bst_LF de produccién local en ensayos
LAMP para la deteccion de Neospora caninum en muestras de bovinos (Bos
taurus)

Trabajo de titulacion previo a la
obtencién del titulo de Médica
Veterinaria Zootecnista

Autora:

Estefania Tatiana Siglienza Jiménez

Director:

Antonio Javier Vallecillo Maza

ORCID: “*'0000-0001-9141-0176

Cuenca, Ecuador

2023-08-02



UCUENCA 2

Resumen

Neospora caninum es un parasito intracelular de gran importancia ganadera por las grandes
pérdidas econdmicas tanto productivas como reproductivas. En nuestro pais, las técnicas
moleculares aplicables al diagnostico no estan al alcance de la mayoria de ganaderos debido
a los costos y el tiempo para obtener los resultados, lo que impide realizar un diagnéstico
preciso de la enfermedad. El objetivo de este estudio es evaluar el uso de una enzima ADN
polimerasa Bst LF producida en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca en un ensayo LAMP, para la deteccion
de material genético de N. caninum en muestras biologicas de bovinos (Bos taurus), teniendo
como referencia una enzima comercial. Se emple6 50 muestras de tejido de encéfalo de fetos
y 50 muestras de leche. Los resultados obtenidos en las muestras de leche con las dos
enzimas fueron 100 % negativos, por lo tanto no se pudo detectar ADN del patégeno. En las
muestras de encéfalo con la enzima comercial se identificd un 40% de muestras positivas y
con la enzima local un 26% de muestras positivas existiendo diferencia numérica pero no
estimandose diferencias significativas con el andlisis de McNemar. Con la prueba estadistica
de McNemar no hubo diferencias significativas entre ambas enzimas (p = 0.0654), por lo tanto
la enzima local Bst_LF muestra la misma capacidad para la deteccion de material genético
de N. caninum en el tejido de encéfalo de fetos bovinos en comparacion a la de la enzima
comercial Bsm.
Palabras clave: neospora caninum, diagnéstico de laboratorio, adn polimerasa,

ganado bovino
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Abstract

Neospora caninum is an intracellular parasite of great importance in cattle breeding due to the
great economic losses, both productive and reproductive. In our country, molecular techniques
applicable to diagnosis are not available to most farmers due to the costs and time required
to obtain the results, which prevents an accurate diagnosis of the disease. The objective of
this study is to evaluate the use of a DNA polymerase Bst_LF enzyme produced in the
Molecular Biology Laboratory of the Faculty of Agropecuary Sciences of the University of
Cuenca in a LAMP assay, for the detection of N. caninum genetic material in biological
samples of bovine (Bos taurus), using a commercial enzyme as a reference. We used 50 fetal
brain tissue samples and 50 milk samples. The results obtained in the milk samples with the
two enzymes were 100 % negative, therefore it was not possible to detect DNA of the
pathogen. In the brain samples, 40% of positive samples were identified with the commercial
enzyme and 26% of positive samples with the local enzyme, there being a numerical
difference but no significant differences with McNemar's analysis. With McNemar's statistical
test there were no significant differences between both enzymes (p = 0.0654), therefore the
local enzyme Bst_LF shows the same capacity for the detection of N. caninum genetic material
in bovine fetal brain tissue compared to that of the commercial enzyme Bsm.

Keywords: neospora caninum, laboratory diagnosis, dna polymerase, cattle
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Abreviatura:
OMS
LAMP

ADN
PCR
Bst_LF
Bsm

IFI
IFAT
ELISA

IB
VIH
MEM
RMPI
HE
PBS

Acrénimos

Organizacion Mundial de la Salud.

Loop-mediated isothermal AMPlification (Amplificacion isotérmica mediada por
bucle).

Acido Desoxirribonucleico.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Bacillus stearothermophilus_Large Fragment.

Bacillus smithii.

Inmunofluorescencia Indirecta.

Indirect Fluorescent Antibody Test.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a
Enzima).

Immunoblotting (Inmunotransferencia).

Virus de Inmunodeficiencia Humana.

Medio esencial minimo.

Roswell Park Memorial Institute, medio celular utilizado para cultivos celulares.
Hematoxilina-Eosina

Solucion de fosfato salino buferada o suero fisiologico.
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Capitulo 1: Introduccion
La Neosporosis de los bovinos es una enfermedad causada por Neospora caninum (N.
caninum), un parasito intracelular obligado de distribucién mundial que afecta a distintas
especies de animales tanto domésticos como silvestres, entre ellos cabras, ovejas, caballos,
vacas, perros (Huerta & Martinez, 2013), venados de cola blanca, camellos, bufalos de agua,
primates, zorros, entre otras especies (Romero, 2006). Este parasito en el ganado puede
afectar a cualquier tipo y a cualquier edad y su mayor impacto econémico se encuentra en el
ganado lechero, se caracteriza por provocar abortos, el nacimiento de becerros con signos
clinicos nerviosos, débiles, con dificultad para caminar o el nacimiento de becerros sin signos
clinicos pero portadores de infecciones congénitas que probablemente pueden persistir
durante toda su vida, ademas puede disminuir la produccion lechera afectando los ingresos
del ganadero (Morales, 2016). En estudios realizados se han estimado pérdidas en la
industria lechera que superan anualmente los 100 millones de dolares en Australia, en
Argentina mas de 50 millones al afio, pero en estudios recientes se estima pérdidas de 800
millones. En el caso de los abortos causados por este parasito de reportes de varios paises
se estimaron pérdidas que van desde 1 billon hasta 2.4 billones de délares anuales (Echaide,
2000).
La Neosporosis es una enfermedad que ha tenido relevancia en los propios perros pero mas
aln en los bovinos debido al impacto negativo que le causa a la economia del ganadero, pero
son pocas las investigaciones realizadas en otras especies y principalmente en los humanos
gue podrian adquirir el parasito de la misma manera que sucede con las vacas. Por tal motivo
es esencial contar con técnicas diagnésticas aplicables a muestras de bovinos y seleccionar
la adecuada que pueda aportar al ganadero un rapido diagnéstico a un costo accesible, y de
esta manera tomar las medidas necesarias para evitar la circulacion de la enfermedad y la
diseminacion de la misma, ya que sin la correcta identificacién del agente causal de la
enfermedad, las medidas de control y prevencion que se tomen pueden convertirse en una
pérdida de tiempo y recursos econémicos.
Para el adecuado manejo de una enfermedad infecciosa se requiere de un diagnostico
preciso en donde se identifique al agente causal, segin la OMS un ensayo diagnéstico debe
cumplir los siguientes criterios: especificidad, sensibilidad, rapidez, bajo costo, simplicidad,
adaptabilidad a la temperatura y equipos de facil disponibilidad (Garrido, 2016).
LAMP es una prueba diagnéstica que se destaca por ser eficaz y f4cil de realizar, su nivel de
sensibilidad y especificidad diagnéstica puede llegar a ser superior a la técnica de PCR,;
amplifica el ADN del patégeno al punto de permitir la visualizacién directa de la reaccion,
también puede ser cuantitativa, ademas llama la atenciéon como un método de amplificacion

de ADN rentable, rapido y preciso para la deteccion de microorganismos, y es una técnica
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gue se puede aplicar para el diagnéstico clinico, de la mano con la vigilancia de las
enfermedades infecciosas, una ventaja adicional de esta prueba es el no requerimiento de
personal altamente especializado ni de equipos sofisticados y un tiempo de diagndstico
aproximado a un dia, lo que permite una toma de acciones oportunas en menos tiempo
(Garrido, 2016).

Por todo lo antes descrito y debido a la prevalencia de bovinos infectados con este protozoo,
es indispensable un diagndstico rapido, confiable, eficiente y eficaz que permita identificar
bovinos seropositivos a N. caninum. Para lo cual, la presente investigacion buscé evaluar un
ensayo LAMP para identificar N. caninum en muestras de bovinos (tejidos de sistema
nervioso central y leche) con el uso de una enzima ADN polimerasa producida localmente en
el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Cuenca, lo cual permitir4 ser una herramienta econémica y accesible para el
ganadero, frente a una enzima comercial, lo que acelerara y facilitar4 los estudios para
evaluar el grado de exposicion en los hatos ganaderos, disminuir las pérdidas econémicas y
generar mas investigaciones sobre zoonosis a humanos a través del consumo de leche u

otras vias de trasmision.

Estefania Tatiana Siglienza Jiménez



UCUENCA 14

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Evaluar el uso de una enzima ADN polimerasa Bst_LF producida en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, en un
ensayo LAMP para la deteccion de material genético de Neospora caninum en muestras

biolégicas de bovinos (Bos taurus).

1.1.2. Objetivos especificos

- Implementar un ensayo LAMP para la deteccion material genético de Neospora caninum en
muestras bioldgicas de bovinos con el uso de la enzima ADN polimerasa Bst_LF producida
en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Cuenca.

- Evaluar la capacidad de la enzima ADN polimerasa Bst_LF producida localmente, para la
deteccién material genético de Neospora caninum en muestras biolégicas de bovinos en

contraste con el uso de una enzima comercial.

1.2 Pregunta de investigacion

¢La enzima ADN polimerasa Bst_LF producida en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, muestra la misma
capacidad para la deteccibn de material genético de Neospora caninum en muestras

biolégicas de bovinos (Bos taurus) en comparacion a la de una enzima comercial?
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Capitulo 2: Revision de literatura
2.1 Generalidades

La Neosporosis bovina es una enfermedad causada por el parasito Neospora caninum (N.
caninum) que afecta a cualquier tipo de ganado y de cualquier edad, este parasito esta
estrechamente relacionado con Toxoplasma gondii (T. gondii) y su morfologia tan similar hizo
que inicialmente fuera identificado erroneamente (Innes et al., 2000). Es un parasito
intracelular obligado con una distribucion mundial, fue descrito por primera vez en caninos
como un sindrome neuromuscular causado por un protozoo intracelular denominado N.
caninum (Moore et al., 2005).

En 1989 fue reportado por primera vez en el ganado bovino, en los EEUU, determinandose
asi que el agente que previamente se habia identificado en los perros era idéntico al que se
encontré en muestras de ésta especie animal, sometidas a estudios de histopatologia
(Morales, 2016). Posteriormente se le asocio como causa de abortos en bovinos, problemas
gue pueden ser endémicos o epidémicos, alcanzando cifras mayores al 12,5 %, lo que
ocasiona grandes pérdidas econdémicas, asi como con la disminucion de la produccién de

carne y leche (Morales, 2016).

2.2. Agente etioldgico

N. caninum es un protozoo perteneciente al philum Apicomplexa, clase Sporozoea, subclase
Coccidia, orden Eucoccidia, suborden Eimeriina y a la familia Sarcocystidae, igual con los
géneros Sarcocystis, Hammondia, Toxoplasma y Besnoitia. Los que pertenecen a la familia
Sarcocystidae tienen una caracteristica muy importante, que es tener un ciclo biolégico
heteroxeno y formar quistes en el hospedero intermediario, que en el caso de todos ellos sus
hospedadores intermediarios son los herbivoros y los carnivoros los definitivos. A nivel
biolégico podemos encontrar diferencias muy notables con respecto al ciclo biolégico,
composicion antigénica y manifestaciones clinicas de la infeccién. Por eso el uso de
herramientas diagnosticas serologicas permiten diferenciar a N. caninum de las otras
especies (Alvarez, 2003). Los estadios parasitarios reconocidos en su ciclo son: Taquizoito,
Bradizoito y Esporozoito. Los Taquizoitos y Bradizoitos se encuentran en los tejidos de
hospedadores intermediarios, mientras que los Esporozoitos se eliminan en las heces del
perro, animal que actua tanto como hospedero definitivo e intermediario (Figura 1) (Donahoe
et al., 2015).
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Figura 1. Seccion transversal de 4 taquizoitos intracelulares (flecha). Fuente:
(Pérez et al., 2019).

2.3. Ciclo biolégico

Los caninos (Canis lupus familiaris) son considerados el hospedero definitivo de N. caninum,
esto se comprob6 en 1998 mediante infeccion experimental y en 2001 mediante un reporte
observandose la eliminacion de ooquistes en perros infectados naturalmente (Innes et al.,
2000). El ciclo bioldgico transcurre en una fase sexual y asexual, en la cual el perro al
consumir tejidos de animales infectados con N. caninum, a nivel intestinal se desarrolla la
fase sexual del parasito, que se traduce en la eliminacién de ooquistes al medio ambiente,
mezclados con las excretas (Dubey, 2003). Los ooquistes esporulan en un periodo de uno a
tres dias y si son consumidos, mezclados con los alimentos y el agua de bebida por los
hospederos intermediarios (bovinos, ovinos, caprinos y camélidos, entre otros), ya en el
aparato gastrointestinal son capaces de alcanzar las vias sanguinea y linfatica. A
continuacioén, en la infeccién se desarrolla la fase asexual del parasito, con la liberacion de
Esporozoitos, que penetran en las células entéricas, transformandose en Taquizoitos
(replicacion rapida), que son diseminados a diversas células (células nerviosas, hepaticas,
miocitos, fibroblastos, células epiteliales de los tubulos renales y de la placenta). Posterior a
la diseminacién de los Taquizoitos se sucede la formacion de los Bradizoitos (replicacion
lenta) los cuales al enquistarse se transforman en los denominados “quistes tisulares” y cuya
localizacién principal es el tejido nervioso (Rodriguez, 2009). La infeccion resultante por N.
caninum es variable y depende del modo de infeccion, tipo de hospedador, factores
fisiolégicos (prefiez, sexo, edad) y del parasito; incluso estos resultados variables se pueden
observar en un mismo hospedero con estados fisiolégicos similares, por lo tanto respalda el
papel esencial del sistema inmune. Esta respuesta inmunitaria contra la infeccién inducida
por N. caninum involucra la activacion de células presentadoras de antigenos (principalmente
macréfagos y células dendriticas) y la ayuda del Interferébn-gamma que se conjuntan en la

induccioén de la producciéon de mediadores proinflamatorios (Fereig & Nishikawa, 2020).

Estefania Tatiana Siglienza Jiménez



UCUENCA 17

El hospedador definitivo adquiere la infeccién al ingerir los tejidos de hospedadores
intermediarios conteniendo quistes, dandose reinicio al ciclo. La pared del quiste tisular es
degradada por los jugos gastricos liberAndose las formas parasitarias que iniciaran los
estados entero-epiteliales. Luego de transcurrida la fase de reproduccion asexual y sexual en
el intestino, los ooquistes son eliminados en las heces del hospedador definitivo. Es posible
observar que los perros que consumen tejidos infectados pueden eliminar ooquistes, sin
embargo mantienen su condicion de seronegativos. Por otro lado, un canino que tiene el rol
de hospedador intermediario puede ser seropositivo, transmitir la infeccion verticalmente a
sus cachorros en el caso de hembras, y manifestar una signologia clinica, caracterizada por
el desarrollo de miositis, paralisis y dermatitis (Figura 2) (Moore et al., 2005).

En el ganado bovino esta parasitosis es responsable de una patologia que se caracteriza
principalmente por provocar abortos, el nacimiento de terneros clinicamente sanos, pero
persistentemente infectados, o el nacimiento de becerros débiles y con signos clinicos

nerviosos (Yucaza, 2015).

L BRADIZOITOS LIBERADOS
INGESTION DE EN EL_DUODENO DEL PERRO

QUISTE TISULAR

QUISTE EN
TEJIDO
MUSCULAR DEL
HUESPED
INTERMEDIARIO

Macrogametas
femeninas

OOCITO SIN
ESPORULAR
LIBERADO POR

MATERIA FECAL

s;’:g;sm

& §‘_: »

INFECCION
TRANSPLACENTARIA

IM(;_ESTION DE LOS OOCITOS POR LOS
HUESPEDES INTERMEDIARIOS

Figura 2. Ciclo de vida de N. caninum. Fuente: (Pérez et al., 2019).

2.4. Patogénesis

Los Bradizoitos alojados en los quistes tisulares del sistema nervioso central en una hembra
bovina gestante pueden reactivarse bajo ciertas influencias hormonales e inmunoldgicas
llevando al desarrollo de parasitemia. Al producirse parasitemia, ya sea por reactivacion de
quistes latentes o como resultado de una infeccion oral reciente, los Taquizoitos no solo
atraviesan la placenta induciendo necrosis e inflamacion, sino que acceden a los tejidos
fetales por via hematdgena. En las células infectadas del feto, se inician procesos de
multiplicacién mediante endodiogenia, ocasionando dafio celular con necrosis e inflamacion,
o se forman quistes tisulares capaces de persistir durante toda la vida del animal. Mecanismos

hormonales e inmunes maternos ocurridos durante la gestacién, sumado al desarrollo del
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sistema inmune fetal actuarian determinando si la infeccion desencadena la muerte del feto,
el nacimiento de un ternero congénitamente infectado o el nacimiento de un ternero libre de

infeccién (Rodriguez, 2009).

2.5. Transmisioén

2.5.1. Transmision via transplacentaria o vertical

Es la principal via de transmision en los bovinos, se ha observado que mas del 80 % de las
vacas seropositivas transmiten el parasito a su descendencia, dando poca importancia a la
infestacion post-natal. Esta transmision que se da a lo largo de varias generaciones en el
ganado parece ser la via mas importante por el cual el parasito es mantenido circulando en

el hato bovino (Hernandez et al., 2001).

2.5.2. Transmisién horizontal

La Neosporosis bovina también se puede adquirir por exposicion post-natal, luego de la
ingestion de alimentos contaminados con Taquizoitos con material de abortos, placentas
infectadas u ooquistes presentes en las heces de los perros. Las diferentes practicas de
manejo que se realizan comunmente en hatos ganaderos como la alimentacion, sanidad,
higiene durante el parto, manejo de animales, criterios de seleccion y reemplazo pueden influir
en la presencia y nivel de afectacion del hato por Neosporosis. En la actualidad, la presencia
del parasito en perros y en bovinos es frecuente. Adicionalmente, anticuerpos en contra de
N. caninum se han encontrado en animales silvestres, situacién que sugiere un papel de los

caninos salvajes en la circulacion y transmision de la enfermedad (Yucaza, 2015).

2.6. Signos clinicos en el ganado bovino

Los abortos son el principal signo clinico, usualmente sucede entre los 3 y 9 meses de la
gestacion, aunque con mayor frecuencia en el tercio medio. El feto muerto en el Utero puede
ser reabsorbido, momificado, o expulsado con avanzado grado de autdlisis. Aunque no es
patognomonico, la momificacion es un hallazgo relativamente frecuente. Lo que ocurre con
mayor frecuencia es el nacimiento de terneros clinicamente normales, pero crénicamente
infectados. Los terneros infectados en el Gtero pueden tener signos neuroldgicos y bajo peso
al nacimiento, el examen clinico puede revelar ataxia, disminucion del reflejo patelar o falta
de sensibilidad propioceptiva, eventualmente pueden presentarse anormalidades congénitas

como exoftalmia o asimetria ocular (Moore et al., 2005).
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2.6.1. Lesiones

Las principales lesiones son producto de la destruccion de células nerviosas, principalmente
del sistema nervioso central, consecuencias de la multiplicacién de los taquizoitos que
producen inflamacién no supurativa, necrosis y granulomas. En cambio un quiste con un
bradizoito tisular por lo general no se rodea de inflamacion. Adicionalmente se pueden
observar focos de necrosis en el pericardio y el miocardio, area de infiltracion mononuclear y
de necrosis en el higado y los pulmones, ademas de miositis del musculo esquelético; los
organos menos afectados son: glandulas adrenales, bazo, ojos, nédulos linfaticos y la piel
(Morales & Trigo, 1996; Romero, 2006).

2.7. Diagndstico.

Al comienzo, el diagnostico se basaba en los signos clinicos, los hallazgos de necropsia y la
histopatologia de fetos abortados lo que condujo a la confusién con T. gondii. Actualmente,
se basa en pruebas de laboratorio que garantizan un diagnéstico definitivo para animales
sospechosos infectados con este parasito siendo el caso del ELISA, PCR y la

Inmunofluorescencia, pero son de costo elevado (Romero, 2006).

2.7.1. Técnicas directas

A. Aislamiento del parasito

Es una técnica que se puede realizar in vivo o in vitro. En el caso de in vivo en experimentos
realizados en 1998 se utilizaron ooquistes de las heces de perros y luego los inocularon en
ratones lo que permiti6 definir al perro como el hospedador definitivo, en otros estudios in vivo
con ratones se demostro la respuesta inmune y las lesiones de los diferentes estadios de este
parasito (Rodriguez, 2009).

Usualmente el aislamiento de N. caninum in vitro se realiza a partir del tejido cerebral
infectado de terneros nacidos vivos, fetos abortados o terneros sin signologia infectados
congénitamente. Los cultivos celulares que se infectan con este parasito son de las células
cerebrales de bovinos, células endoteliales de la aorta pulmonar también de bovinos, de
células del duodeno de caninos y las mas utilizadas de las lineas de células Vero. Los medios
de cultivo que se utlizan en estos estudios son MEM o RMPI, pero para prevenir
contaminaciones secundarias bacterianas o fangicas en los cultivos se afiade Gentamicina,
Penicilina o Anfotericina, también en lo que respecta a factores de crecimiento celular se

suele utilizar suero fetal bovino o suero de equino adulto. EI Oxido nitrico se puede utilizar
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como factor de estrés para inducir a la fase de taquizoitos y obtener bradizoitos (Moreno,
2019).

B. Histopatologia

Este estudio se realiza en placentas y fetos abortados, las muestras deben ser de mas o
menos 1 cm? de grosor y colocarlos en frascos estériles de tapon rosca con 20 ml de una
solucion de Formol al 10 % por gramo de tejido, luego para la deteccidn se utiliza la tincion
Hematoxilina-Eosina; esta técnica permite demostrar la presencia de este parasito en estos
tejidos al no existir lesiones macroscopicas patognomonicas, lo que se puede observar es:
encefalitis focal (multiples areas de necrosis), infiltrado mononuclear, focos blanquecinos en
miocardio y musculo esquelético, lesiones en sistema nervioso central (SNC) (sustancia gris
y medula espinal), gliosis focal, miocarditis multifocal no supurativa y en los cortes histologicos
guistes con numerosos bradizoitos o taquizoitos intracelulares, pero similares lesiones vy
estructuras se pueden encontrar en infecciones por Sarcocystis sp, Toxoplasma gondii,. y
Hammondia hammondi, asi que la ayuda de pruebas como de inmunoperoxidasa pueden

demostrar antigenos especificos de N. caninum (Sanchez & Rodriguez, 2018).

Figura 3. Quistes tisulares con bradizoitos de N. caninum en corte
histopatologico de cerebro de feto de bovino. Fuenta: (Sdnchez & Rodriguez,
2018).

C. Inmunohistoquimica (IHQ)

Los abortos son principalmente diagnosticados por la deteccion de las lesiones en los tejidos
y con la ayuda de pruebas como la inmunohistoquimica permite obtener un diagnéstico
definitivo ya que detecta antigenos especificos de Neospora lo que facilita la diferenciacion
frente a otros protozoarios (Morales & Trigo, 1996). Para el desarrollo de esta técnica se
puede utilizar anticuerpos especificos monoclonales o policlonales, secciones de cerebro
fijados en ldminas y muestras de placenta, pero hay autores que sefialan que esta técnica es
laboriosa y de baja sensibilidad debido a que son pocos los parasitos presentes en los tejidos
(Rodriguez, 2009).
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D. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica tiene una sensibilidad y especificidad diagnostica elevada, y la capacidad de
amplificar pequefnas cantidades de ADN de muchos tipos de tejidos por ejemplo de fetos
abortados, animales adultos y de fluidos corporales como sangre, leche, semen, liquido
cefalorraquideo y liquido amniotico. Las dificultades que se presentan para el desarrollo de
esta técnica es obtener tejidos post-mortem o fetos abortados en buen estado; las
concentraciones bajas del parasito en tejidos, leche y semen, asi que basado en esto, se ha
demostrado que la mejor opcion son las muestras sanguineas ante-mortem. Los marcadores
mas utilizados son la secuencia repetitiva especifico Nc-5 y el espaciador de transcripcion
interno (ITS1). La deteccion de ADN de N. caninum se ha reportado en la fracciéon de células
blancas de la sangre de vacas seropositivas, y en el suero de animales tanto seropositivos
Como seronegativos, sin embargo, debido a sus costos elevados por los requerimientos de
infraestructura, equipamiento y personal debidamente entrenado no es una técnica de rutina
(Reyes et al., 2017).

2.7.2. Técnicas indirectas

A. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Fue la primera técnica empleada para el diagnéstico seroldgico, actualmente se la considera
como estandar de referencia en la comparacion con otras técnicas diagndsticas que se van
creando y su uso se aplica principalmente en estudios epidemiol6gicos que permite detectar
anticuerpos anti-N. caninum en muchas especies animales, como: perros, bovinos, gatos,
ZOorros, caprinos, ovinos, equinos, bufalos de agua, roedores y primates. Para llevar a cabo
esta técnica se necesita de taquizoitos de N. caninum de origen canino o bovino y anticuerpos
(conjugado anti-lgG de cada especie) marcados con Fluoresceina, ahora la dilucion de las
muestras de suero se realiza con solucion salina buferada de fsofatos (PBS, por sus siglas
en Inglés, Phosphate buffered saline) y el punto de corte para detectar la infeccion varia de
acuerdo a la especie y hay casos que varian de acuerdo a la edad, los puntos de corte
recomendados en IFI es 1:200 para ganado bovino adulto y 1:16—1:25 en fluidos de fetos. Se
considera que un resultado es positivo cuando la fluorescencia se encuentra en toda la
superficie del taquizoito y negativo cuando la fluorescencia se encuentra restringida a la parte
apical del taquizoito, pero algo muy importante que se debe tener en cuenta son los falsos
positivos al usar como medio de cultivo celular al suero fetal bovino que suele contener
anticuerpos de N. caninum. El personal que ejecute esta técnica requiere de experiencia ya

gue los resultados dependen de la subjetividad del lector (Jara, 2009).
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B. Ensayo de inmunoabsorcion acoplado a enzimas indirecto (ELISA indirecto)

Esta técnica es muy utilizada en el diagnostico seroldégico por su alta especificidad y
sensibilidad diagnoéstica y la facilidad en el procesamiento de una gran cantidad de muestras
lo que permite que se aplique en hatos ganaderos con grandes cantidades de animales, al
contrario en especies menores ya que los laboratorios reciben pocas muestras. El ensayo de
ELISA indirecto ha tenido modificaciones utilizando diferentes tipos de antigenos como:
taquizoitos fijados con Formalina, taquizoitos sonicados, antigenos incluidos en particulas
iscom (Immune stimulating complexes) y antigenos recombinantes. Existen diferentes tipos
de ELISA para el diagnéstico seroldgico, uno de los més utilizados es el ELISA indirecto con
muestras de leche, suero y liquidos fetales para detectar anticuerpos, utiliza una mezcla de
antigenos intracelulares, antigeno soluble de taquizoito y antigenos de membrana de aislados
de N. caninum; el ELISA-sandwich para detectar anticuerpos de N. caninum en los bovinos,
el ELISA soluble (ISCOM ELISA) que utiliza como antigeno un extracto de taquizoitos que se
encuentra incorporado a un complejo inmunoestimulante, el ELISA multiple para detectar
anticuerpos de N. caninum en sueros ovinos, bovinos y caprinos, el ELISA de competicion es

una prueba indirecta que usa un anticuerpo monoclonal contra taquizoitos (Rodriguez, 2009).

C. Aglutinacién directa (DAT)

Esta prueba serolégica ha demostrado ser muy interesante, debido a que no requiere de
anticuerpos secundarios especificos y se puede utilizar en un amplio intervalo de hospederos,
es barata, tiene alta reproducibilidad entre operarios, es de facil lectura, no necesita de
muchos equipos y materiales, y ha mostrado una similar sensibilidad y especificidad
diagnéstica a la técnica de IFI. El desarrollo de esta técnica es mediante el uso de taquizoitos
(BPA-1 y Nc-1) fijados en Formalina que aglutinan ante la presencia de anticuerpos
especificos en el suero diluido con PBS de pH 7.2; destruyendo las IgM por el tratamiento

con B-Mercaptenol es posible detectar solo las IgG (Jara, 2009).

2.7.3. Técnica LAMP

Esta técnica fue desarrollada a principios de la década del 2000-2010, para convertirse en
una alternativa a la técnica PCR que permite su uso fuera del laboratorio, es decir en lugares
donde se requiere métodos de deteccion rapidos, sensibles y precisos para generar un
diagnostico inmediato (Tabla 1) (Lira et al., 2018). LAMP (Loop-mediated isothermal
amplification) es un ensayo de biologia molecular variante de la técnica de PCR, ya que

amplifica fragmentos especificos de la cadena de ADN conocido como secuencia diana,
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facilitando la deteccion de patégenos; y aungue tiene un complejo mecanismo de accion, se
destaca por ser eficaz y facil de realizar. Esta técnica en comparacion con PCR utiliza
condiciones isotérmicas (una sola temperatura a lo largo del ensayo), también una enzima
polimerasa de ADN con actividad de desplazamiento de la cadena de ADN junto con la
polimerizacion (Garrido, 2016). Utiliza de 4 hasta 6 cebadores, y estos son: 2 cebadores
internos, 2 cebadores externos y los mas interesantes son 2 cebadores bucle que se unen a
sitios inaccesibles para los cebadores internos por lo tanto esto permite acelerar la reacciéon
de amplificacion. En total reconoce 8 secuencias diferentes del ADN blanco (Figura 3). Su
nivel de sensibilidad y especificidad diagndstica puede llegar a ser superior a la técnica de
PCR, amplifica el ADN del patégeno al punto de permitir la visualizacion directa de la reaccion
por la turbidez que se genera cuando el resultado es positivo; esta turbidez es debido a que
los pirofosfatos formados durante la amplificacién reaccionaran con iones Magnesio (Figura
4) (Sanchez et al., 2014). Su amplificacion también puede ser cuantitativa, ademas llama la
atencion como un método de amplificacion de ADN rentable, rapido y preciso para la
deteccién de microorganismos, y es una técnica que se puede aplicar para el diagnéstico
clinico, de la mano con la vigilancia de las enfermedades infecciosas, una ventaja adicional
de esta prueba es el limitado requerimiento de personal altamente especializado, equipos
sofisticados y el tiempo de diagnostico aproximado a un dia, lo que permite una toma de

acciones oportunas en menos tiempo (Garrido, 2016).

Caracteristica PCR LAMP
Molecula blanco DNA/RNA DNA/RNA
Ciclos de temperatura si, nmiltiples no, 1sotérmica
Numero de primers 2 4-6

Disefio de primers sencillo complejo
Tiempo de realizacion 60 min 30-60 min
Cantidad de DNA ~0.2 pg ~10-20 pg
amplificado

Deteccion visual 10 51
Sensibilidad a 51 no
mhibidores

Termoestabilidad hasta 90°C <70°C

Tabla 1. Comparacion de sistemas de amplificacion y deteccion de acidos
nucleicos. Fuentes: (Lira et al., 2018).
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Figura 4. Representacion esquemética de los cebadores usados en LAMP, FLP y BLP son
usados en LAMP en tiempo real. Fuente: (Sanchez et al., 2014).
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Figura 5. Deteccion de LAMP por turbidez. Los productos de la PCR solo se detectan
mediante electroforesis. Fuente: (Sanchez et al., 2014).

2.8. Control y prevencion

Para tomar las adecuadas medidas de control y prevencion es necesario conocer el reservorio
exacto del parasito, caso contrario no seria posible; pero por el momento se estan evaluando
algunas vacunas y farmacos para su posible tratamiento, se han realizado estudios in vitro
de N. caninum para al menos 43 antimicrobianos y solo 17 mostraron una eliminacioén total
del nimero de taquizoitos cultivados in vitro, las sustancia mas efectivas fueron Clindamycina,
Diclazuril, Robenidina y Pyrimethamina pero su eficacia ain no ha sido estudiada in vivo en
los bovinos, en cambio en otro estudio probaron el Toltrazuril y Ponazuril en terneros
inoculados experimentalmente y lograron reducir las lesiones cerebrales. Actualmente no
existe un tratamiento eficaz en los bovinos (Moore et al., 2005). Es por eso la importancia de
las medidas de control y prevencion; se sospecha que los ooquistes eliminados en las heces
del hospedador definitivo sean la fuente de infeccion para los bovinos, por lo tanto el agua y
los alimentos deben protegerse y almacenarse para evitar su contaminacion (Vargas &
Cortés, 2001).

En el caso de los perros no se entiende completamente como se infectan en la naturaleza,
pero se considera que se transmite de la madre a sus hijos en la etapa terminal de su
gestacion o a través de la leche en la etapa post-natal. En un estudio alimentaron a 4 perros

con ooquistes de N. caninum; no se hallaron ooquistes en sus heces, 2 fueron seropositivos,
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pero una vez sacrificados, en los tejidos de ninguno se encontrd el parasito, ni las etapas del
parasito ni el ADN, resultados que sugieren que la transmision fecal podria no ser importante
en la transmision del parasito para el hospedador definitivo. Tedricamente la ingestion de
tejidos de cualquier animal infectado o que contenga quistes tisulares es la fuente mas
probable de infeccién para los carnivoros. Por lo tanto las medidas de control que se deben
tomar en el caso de fetos abortados de bovinos o presas capturadas, es realizar su correcta
eliminacion, enterrar o incinerar, pero que no queden al alcance de animales domésticos y/o

salvajes y tener un calendario de desparasitacién (Tabla 2) (Dubey & Schares, 2011).

Control de la Neosporosis Bovina
Detener la transmisién
=2 = —
! Endogena :
Reducir el No. de vacas Reducir 1a
| infectadas de perros
= Controlarla |
Crianza Diagnostico y contaminacién de
climinacién heces de perros a
| ¥ Reemplazar solo con vacas los alimentos y
lecheras seronegativas ¥ Remover fetos agua
* Criar sélo vacas abortados ¥ Prevenir la
| seropositivas paraengorda ¥ Dx. Serolégico de entrada de perros
| * Transferencia de becerros v reemplazos y otros animales
embriones a vacas ¥ Considerar la silvestres a los
seronegativasde alto valor  eliminacién de vacas establos
genético scropositivas ($)

Tabla 2. Medidas de control de la Neosporosis bovina. Fuente: (Morales,
2016).

2.9. Factores de riesgo

En algunos estudios epidemioldgicos se ha encontrado una relacion entre la presencia de
perros o el nimero de perros en los establos lecheros y la cantidad de vacas que resultan
positivas a la infeccién por métodos de diagnéstico seroldgicos. En Colombia en el 2016
Benavides et al, evaluaron los factores de riesgo de N. caninum en perros de 10 hatos
lecheros positivos para este parasito, se realizaron encuestas y los resultados arrojaron que
las variables de riesgo de consumo de placenta y desparasitaciones (casi nulas) fueron
estadisticamente significativas, concluyendo que el inadecuado manejo de los perros dentro
de estos sistemas de produccion lechera, aumenta el riesgo de posibles infecciones de N.
caninum (Benavides et al., 2016). En Pert en el 2003 Del Campo et al, realizé un estudio
para determinar la frecuencia de N. caninum en perros de 23 hatos lecheros, analizando 104
muestras de suero, para detectar anticuerpos contra N. caninum con la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), encontrando que del total de muestras el 32.7 + 9.0%
(34/104) fueron positivas y solo en dos provincias tuvieron los niveles de seropositividad mas
altos (Tabla 3) (Del Campo et al., 2003).
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Con respecto al ganado productor de carne y de doble propoésito, todavia no hay evidencia
de que la presencia de perros propios o ajenos que se introducen a la unidad de produccion,
representen un verdadero factor de riesgo, posiblemente debido a que estos bovinos
consumen mayor cantidad de forraje verde y menor cantidad de alimento almacenado,
disminuyendo la probabilidad del consumo de alimentos contaminados con excretas de
perros o canidos silvestres. Por otro lado, debe tomarse en cuenta que se ha identificado la
presencia de N. caninum en aves silvestres y de corral, éstas se han relacionado con vacas
seropositivas y abortos. En roedores silvestres también se ha identificado este parasito, sin
embargo, el significado bioldgico preciso de la presencia del parasito en estas especies y el
papel que pudieran desempefiar en la transmisién del agente a los bovinos no se ha
establecido. Otros factores de riesgo que se han relacionado con la seropositividad en vacas,
son el agua de estanques para consumo de los bovinos, y la presencia de otros animales

como patos y conejos (Morales, 2016).

Animales (n) Frecuencia
Lugar - o/
Muestreados Positivos o
Zona
Huaura - Huaral 17 10 58.8
Lima Norte 32 8 25.0
Lima Sur 33 9 27.3
Caiiete 22 7 318
Edad
<1 afio 16 4 25.0
1-7 anos 78 25 32.1
>Tafios 10 5 50.0
Sexo
Macho 58 21 36.2
Hembra 46 13 283
Total: 104 34 32.7+9.0

Tabla 3. Frecuencia de positividad a N. caninum en perros que viven en establos
lecheros. Fuente: (Del Campo et al., 2003).

2.10. Salud publica

Como ya se mencion0 anteriormente la Neosporosis es una enfermedad que genera un gran
impacto econémico en los ganaderos y esta asociado a la presencia de los perros. Son pocos
los estudios realizados en humanos por lo que se desconoce su potencial zoonético y lo que
se sabe es que N. caninum esté estrechamente relacionado con T. gondii por su semejanza
clinica y patologica, es por ello que antes de ser descrita los animales afectados por Neospora
eran erroneamente diagnosticados con T. gondii.

En 1999 Tranas et al, en Nueva York examinaron 1.029 muestras sanguineas de donantes,
de estas solo el 6,7 % presentaban titulos de 1:100 en las pruebas IFA, también se confirmo

la especificidad de los sueros positivos para los antigenos de N. caninum, demostrando de
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esta manera pruebas de la exposicion humana a N. caninum aungue los titulos de anticuerpos
en donantes sanos eran bajos (Tranas et al., 1999).

En el 2005 en Brasil en una investigacién realizado por Lobato et al., evaluaron la presencia
de anticuerpos especificos para N. caninum en poblaciones humanas seropositivos y
seronegativos para T. gondii, analizando 256 muestras de suero, divididas en 4 grupos, y
mediante pruebas de ELISA indirecto, IFAT (Indirect fluorescent-antibody test) e IB
(Immunobilotting), encontrando los siguientes resultados, se detect6 un 38 % de seropositivos
a N. caninum en pacientes con VIH, 18 % en pacientes con trastornos neurologicos, 5 % en
recién nacidos y 6 % en personas sanas, indicando con estos resultados la presencia o
exposicion de N. caninum en los humanos, pero principalmente en pacientes con VIH y
trastornos neuroldgicos que pueden tener infecciones oportunistas debido a su sistema
inmunocomprometido (Lobato et al., 2006).

En Brasil en el 2015 Oshiro et al, investigaron la presencia de anticuerpos para N. caninum y
T. gondii en 310 personas con VIH de Mato Grosso do Sul y de 32 personas con VIH de
Parana, mediante la prueba IFAT, sus resultados fueron los siguientes: para N. caninum una
seropositividad del 26,1 % (81/310) en Mato Grosso do Suly 31,2 % (10/32) en Parana y para
T. gondii una seropositividad del 76,8 % (238/310) en Mato Grosso do Sul y 68,7 % (22/32)
en Parana (Tabla 4) (Oshiro et al., 2015).

En otro estudio realizado también en Brasil en el 2017 por Duarte, en el que se recogieron
201 muestras de sangre de cordon umbilical y tejido placentario de mujeres en la sala de
parto para indagar la presencia de N. caninum y T. gondii, por un lado encontraron tasas de
seropositividad del 24,3 % (49 muestras) y del 26,8 % (54 muestras), respectivamente para
cada parasito, y en el 8,4 % de las muestras se encontré6 seropositividad para ambos
parasitos; adicionalmente, mediante ensayos de PCR en muestras de sangre del cordon
umbilical se detectd N. caninum en el 1 % (n = 2) de las muestras, y en el 8 % de ellas se
identifico T. gondii (16 muestras). Basados en estos resultados los autores concluyen que la
seroprevalencia en humanos a N. caninum probablemente sea una indicador de la frecuencia
de la exposicion al parasito, y podria estar asociada a la presencia de perros, pero se necesita
mas estudios que ayuden a determinar la importancia y el alcance de la exposicion de los
humanos, ya que hasta el momento no ha sido aislado N. caninum en tejidos humanos
(Duarte et al., 2020).
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Neospora canino

Numero de IFAT (1:50) +/ IFAT IFAT —
muestras % {1:100) (1:200) (1:400)
+% +% +%
VIH 310 81/26.1 6/1.9 2106 103

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; IFAT: ensayo de inmunoflucrescencia; +: muesira

positiva; %: porcentaje de muestra positiva.

Tabla 4. Presencia de N. caninum en el suero de pacientes positivos al virus de
la inmunodeficiencia humana en Mato Grosso do Sul, Brasil. Fuente: (Oshiro et

al., 2015).
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Capitulo 3: Materiales y métodos

Para evaluar la funcionalidad de la enzima ADN polimerasa Bst LF producida en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
de Cuenca, se seleccionaron 50 muestras de ADN total extraido de tejido de sistema nervioso
central de fetos bovinos y 50 muestras de ADN total extraido de muestras de leche bovina;
todas las muestras formaban parte del banco de material genético y las cuales previamente
habian sido validadas.

3.1. Actividad 1. Ensayo LAMP para la deteccion del ADN de N. caninum con el uso de

la ADN polimerasa Bst_LF

3.1.1. Materiales biol6gicos
- Muestras de ADN total extraido de las muestras de tejido de sistema nervioso central de
fetos bovinos.

- Muestras de ADN total extraido de las muestras de leche bovina.

3.1.2. Materiales quimicos o reactivos

- Agua grado biologia molecular (Sigma, No. cat.: W4502).

- Solucién de oligonucleétidos (Macrogen, Seoul, Republic of Korea)

- Soluciones de oligonucleétidos:

Ncan-FIP a 100 pM (ACAGCCAAACACAACCCGACTCCATGAGGCCGGAGAATGAGAR)

Ncan-BIP a 100 uM (AAGGACAGGGTTGGGTATCGCGATGCCGCTCCTGAAGTC)

Ncan-F3 a 25 pM (GGCTTCATGCGAGGTCTC)

Ncan-B3 a 25 pM (TCAGTGAGCGATGTCCTCC)

Ncan-LF a 100 pM (GAAGGAAGACACCTGGAAATCG)

Ncan-LB a 100 pM (GGAGCTGGGTTGCTGTGCTC)

- Solucién buffer de reacciéon 10X [200 mM de Tris-HCI (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher
chemical, No. cat.: A38C-212); 100 mM de (NH4).SO. (Fischer BioReagents, No. cat.:
BP212R-1); 100 mM de KCI (Sigma, No. cat.: 746436) 20 mM MgSO, (Spectrum chemical
MFG Corp, No. cat.: 230391) y 1 %Triton X-100 (Acros organics, No. cat.: 2156-8-2500), pH
8.8 a 25°C]

- Solucién a 10 mM de cada uno de los dNTP’s (Thermo scientific, No. cat.: R0181)

- ADN polimerasa Bst_LF (Produccién local)

- Solucién a 4 M de Betaina (Sigma, No. cat.: 61962)
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3.1.3. Materiales de laboratorio y equipos

- Bafio Maria/Termociclador

- Tubos de PCR (200 ul)

- Set de micropipetas de diferentes de volimenes (1ml, 200 ul y 20 ul con puntas estériles)

3.1.4. Procedimiento de la amplificacion de ADN de N. caninum mediante el ensayo de
LAMP

Paso 1. Para la realizacion de los ensayos LAMP para deteccién de ADN de N. caninum en
las muestras bovinas, con el uso de la enzima ADN polimerasa Bst_LF se inici6 con la
preparacion de una premezcla de los reactivos antes descritos (Seccién 3.1.1.y 3.1.2.) con
el volumen requerido para el nUmero de muestras analizadas (25 pl de volumen final por
reaccion) colocando en el siguiente orden los reactivos exceptuando las muestras de ADN

total y la enzima:

. Concentracion Volumen

Reactivo: — : o7
inicial: final: por reaccion*:

Agua grado biologia molecular No aplica | No aplica 12.2ul x n
Solucién buffer de reaccion 10X 1X 25ulxn
Solucién de Betaina 4 M 800 mM S5ulxn
Solucién de dNTP's 10 mM 1.4 mM 0.7 ylxn
Oligonucle6tido Ncan-FIP 100 pM 1.6 uM 0.4ulxn
Oligonucle6tido Ncan-BIP 100 pM 1.6 uM 0.4ulxn
Oligonucle6tido Ncan-F3 25 uM 0.2 uM 0.2ulxn
Oligonucledtido Ncan-B3 25 uM 0.2 uM 0.2ulxn
Oligonucle6tido Ncan-LF 100 uM 0.8 uM 0.2ulxn
Oligonucledtido Ncan-LB 100 pM 0.8 uM 0.2ulxn
Volumen final | e | e 22 ulxn

*n = nimero de muestras.

Paso 2. La premezcla preparada se llevé al vortex por 4 a 6 s, y se colectd por centrifugacion
a maxima velocidad durante 15 a 20 s.

Paso 3. Se marcaron los tubos de PCR (200 pl) y se les coloco 22 ul de la premezcla y se les
adiciond 2 yl de la muestra de ADN total correspondiente.

Paso 4. Los tubos con las reacciones de amplificacion (24 ul) se colocaron en el bafio Maria
o el termociclador para la incubacion de esta premezcla con el fin de que suceda la

desnaturalizacién del ADN y el alineamiento de los oligonucledétidos:

Paso: Desnaturalizacion: Alineamiento:
Tiempo (min", s™): 5 5
Temperatura (°C): 94 °C 4°C
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Paso 5. Culminado el tiempo de incubacion, los tubos de PCR (200 pl) fueron retirados del

bafio Maria o del termociclador y se les afiadi6 la enzima ADN polimerasa Bst_LF.

. Concentracion Volumen
Reactivo: — : —
inicial: final: por reaccion:
Enzima ADN polimerasa Bst_LF 1l
\Volumen final: 25 ul

Paso 6. Posteriormente se sometio esta mezcla al proceso de extension e inactivacion en el

bafo Maria o el termociclador.

Paso: Extension: Inactivacion:
Tiempo (min", s™): 60 10
Temperatura (°C): 65 °C 80 °C

Paso 7. Una vez concluida la inactivacion de las reacciones de amplificacion, los tubos con
las reacciones fueron almacenados a -20 °C hasta su empleo en la electroforesis en gel de
agarosa-TAE tefiido con Bromuro de Etidio para visualizar la presencia de los productos de

amplificacion.

3.2. Actividad 2. Deteccion de los productos amplificados del ensayo LAMP mediante

electroforesis en gel de agarosa-TAE teflido con Bromuro de Etidio.

3.2.1. Materiales bioldgicos

- Reacciones del ensayo de LAMP

3.2.2. Materiales quimicos y reactivos

- Agarosa (Invitrogen, No. cat.: 16500-100)

- Solucién buffer TAE 1X [Solucion de 40 mM Tris-acetato (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher
chemical, No. cat.: A38C-212), pH=8.0y 1 mM EDTA (EDS)]

- Bromuro de Etidio [Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, No. cat.: E7637)]

- Buffer de carga para ADN 6X [Solucion a 10 mM de Tris-HCI (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher
scientific, A14C-212), pH 8.0; 60 mM de EDTA (EDS), 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma,
No. cat.: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma, No. cat.: X4126) y 60 % de Glicerol (Sigma,
No. cat.: G5516)]

- Marcador de peso molecular 100 bp o 1 kbp (GeneRuler 100 bp o GeneRuler 1 kbp Plus
DNA ladder, Thermo Scientific No. cat.: SM0241 o SM1331)

3.2.3. Materiales de laboratorio y equipos
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- Set de micropipetas de diferentes volumenes (1 ml, 200 ul, 50 pl y 20 ul con puntas estériles)
- Probeta de 100 ml

- Matraz de Erlenmeyer

- Balanza analitica (Mantener calibrada)

- Horno de microondas

- Bandeja para formacion del gel de agarosa

- Peinillas para formar pocillos en el gel de agarosa

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder

- Vortex

- Nanocentrifuga

3.2.4. Procedimiento de la deteccién de los productos amplificados del ensayo LAMP
mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE tefiido con Bromuro de Etidio

Paso 1. Se preparo6 la Solucion buffer TAE 1X.

Paso 2. Se preparo6 el gel agarosa al 1.5 % en Solucién buffer TAE 1X. Antes de que se
gelifique se adicion6 1 pl de la Solucién de Bromuro de Etidio por cada 10 ml del gel, y se
vertié la agarosa en la bandeja para la formacién del gel para continuar con la colocaciéon de
la peinilla para la formacion de los pozos. Se dejé gelificar aproximadamente por 15 a 20 min.
Paso 3. A los tubos de las reacciones del ensayo LAMP sometidas al proceso de
amplificacion se les adiciond 5 pl de la Solucién buffer de carga para ADN 6X. Se mezclé
ambas soluciones con ayuda del vortex (3 a 5 s) y se concentr6 el volumen total de la mezcla
con ayuda de la Nanocentrifuga (5 a 10 s).

Paso 4. De la mezcla de cada una de las reacciones del ensayo LAMP con la Solucion buffer
de carga para ADN 6X se tomé 10 pl y se inoculd en el pocillo correspondiente. En uno de
los pozos se colocé 450 ng del marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp o GeneRuler
1 kbp Plus DNA ladder).

Paso 5. Los fragmentos se resolvieron en el gel de agarosa, sometiendo al mismo a 100
Voltios por el tiempo necesario de acuerdo a la longitud del gel (60 a 80 min).

Paso 6. Una vez resueltas las reacciones del ensayo LAMP, se fotodocumentaron para su
andlisis.

En el caso del ensayo LAMP se consider6 como positivas a la presencia de ADN de N.
caninum en aquellas reacciones en las que se observd una serie de fragmentos de ADN

similar al patron visualizado para el caso del marcador de peso molecular para ADN.
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3.3. Actividad 3. Ensayo LAMP para la deteccion del ADN de N. caninum con el uso de
la ADN polimerasa Bsm comercial.

Para esta actividad se emplearon los mismos materiales biolégicos, quimicos, reactivos, de
laboratorio y equipos descritos en las secciones 3.1.1., 3.1.2. y 3.1.3., exceptuando la enzima
y su Solucién buffer de reaccion, que en este caso se uso la enzima comercial Bsm (Thermo
scientific, No. cat.: EP0691) y como Solucion buffer de reaccion 1X [20 mM de Tris-HCI; 10
mM de (NH4)2S04; 10 mM de KCI; 2 mM MgSO4 y 0.1 %Triton X-100, pH 8.8 a 25°C].

De manera similar el procedimiento a seguir fue el mismo descrito en la sesion 3.1.4., con la
excepcion de la temperatura de amplificacion, la cual fue de 60 °C, dado que esta enzima es

termosensible y usualmente no muestra actividad a una temperatura de 65 °C.

3.4. Actividad 4. Deteccion de los productos amplificados del ensayo LAMP (uso de
enzima comercial) mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE tefiido con Bromuro
de Etidio.

Para la visualizacién de las reacciones de amplificacién de los ensayos LAMP con el uso de
la enzima comercial ADN polimerasa Bsm se procedi6 a realizar lo descrito en la seccién 3.2.,

y de manera similar se procedi6 a la interpretacion de los resultados.

3.5. Actividad 5. Andlisis estadistico

Para mostrar los resultados obtenidos en los ensayos LAMP para identificar el material
genético de N. caninum se realiz6 una estadistica descriptiva; mientras que para comparar
los resultados obtenidos con los ensayos LAMP con el uso de la enzima Bst_LF de produccién
local versus los obtenidos con la enzima comercial ADN polimerasa Bsm, al tratarse de
ensayos que se realizaron en las mismas muestras de ambos tipos (material genético de

sistema nervioso central y leche bovina) se usé la prueba de McNemar.

3.6. Area de estudio

Las muestras que se incluyeron en esta investigacion se seleccionaron del banco de material
genético del Laboratorio de Biologia Molecular, las muestras de leche fueron recolectadas en
las zonas ganaderas aledafas a la ciudad de Cuenca y las muestras de encéfalo de feto en

el camal municipal de Cuenca-Azuay.
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Capitulo 4: Resultados

4.1. Muestras seleccionadas de material genético de las muestras de leche y tejido de

sistema nervioso central de fetos bovinos previamente validadas (Control de proceso)

De la base de datos digitales se seleccionaron muestras viables de material genético del
biobanco, previamente evaluadas mediante un control de proceso para la deteccion de
material genético de bovino y se procedié con la investigacion. A continuacion se observa en
las Figuras 6 y 7 imagenes de electroforesis en gel de agarosa de las muestras de leche y
tejido nervioso central incluidas en el presente estudio.

12 13 14 15 MPM

Figura 6. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefliido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccion de material genético de bovino
(Bos taurus) con la enzima comercial Bsm, ensayos correspondientes al
control de proceso de las muestras de leche. Carriles 1-15, Reacciones
LAMP y Carril MPM: Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kbp DNA
Ladder, No. cat.: SM1331).

Figura 7. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % teflido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccion de material genético de bovino
(Bos taurus) con la enzima comercial Bsm, ensayos correspondientes al
control de proceso de las muestras de tejido. Carriles 1-15, Reacciones
LAMP y Carril MPM: Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kbp DNA
Ladder, No. cat.: SM1331).
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4.2. Ensayo LAMP control con la enzima (ADN polimerasa Bst_LF) producida en el
laboratorio

Para evidenciar la actividad de la enzima producida en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca se realizé un ensayo
control, con el uso de oligonucleotidos para la deteccion de ADN bovino (Zhang et al., 2009).
Como se puede observar en la Figura 8, la ADN polimerasa Bst_LF de produccién local es
activa a 65 °C, a diferencia de la ADN polimerasa Bsm comercial, la cual no es funcional a
esa temperatura.

01 02 03

Figura 8. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP control con la enzima ADN polimerasa Bst_LF
de produccion local. Carril 1, ADN polimerasa Bsm comercial; Carril 2,
enzima ADN polimerasa Bst_LF; Carril 3, reaccion sin enzima y Carril MPM,
Marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, No cal.: 15628050).

4.3. Ensayo LAMP paraladeteccion de material genético de N. caninum en las muestras
de leche con la enzima comercial Bsm.

De las 50 muestras de leche de ADN total del banco de material genético del laboratorio, se
realizé el ensayo LAMP con la enzima comercial Bsm para la deteccion de ADN de N.
caninum, siguiendo el procedimiento antes descrito, y evaluando la generacién del patrén
caracteristico de amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa TAE tefiido con
Bromuro de Etidio. Como se observa en la Figura 9, en ninguna de las muestras se evidencio
amplificacién, lo cual mostré un 100 % de muestras negativas, es decir que no fue posible

detectar material genético de N. caninum en este ensayo aplicado a las muestra de leche.
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Figura 9. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccion de material genético de N.
caninum en las muestras de leche con la enzima comercial Bsm. Carriles 1-
14, muestras negativas y Carril MPM, Marcador de peso molecular (100 bp
Opti-DNA markers, No. cat.: G016).

4.4. Ensayo LAMP paraladeteccion de material genético de N. caninum en las muestras

de leche con la enzimalocal Bst_LF

Para este ensayo se procedi6 con las 50 muestras de ADN de leche empleadas en el ensayo
con la enzima Bsm comercial, ahora con la utilizacién de la enzima local Bst_LF para la
deteccién de ADN de N. caninum, y mediante electroforesis en gel de agarosa TAE tefiido
con Bromuro de Etidio se pudo observar el mismo resultado cuando se empled la enzima
comercial, un total de 100 % de muestras negativas, no se logré detectar material genético

para N. caninum en las muestras de leche con ambas enzimas.

Figura 10. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccién de material genético de N.
caninum en las muestras de leche con la enzima local Bst_LF. Carriles 1-10:
muestras negativas y Carril MPM: Marcador de peso molecular (100 bp DNA
Ladder, No cal.: 15628050).
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4.5. Ensayo LAMP paraladeteccion de material genético de N. caninum en las muestras

de tejido de sistema nervioso central de fetos bovinos con la enzima comercial Bsm.

A las 50 muestras seleccionadas del biobanco de ADN total obtenido de tejido de sistema
nervioso central de fetos bovinos se realizdé un ensayo LAMP con la enzima comercial Bsm
para la deteccion de ADN de N. caninum. En la Figura 11 es posible observar los carriles 26
y 27 reacciones positivas, carriles 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29 y 30 reacciones
negativas con el uso de la enzima comercial y en la Tabla 5 se muestra que un 40 % de las
muestras analizadas tienen como resultado un patron electroforético compatible a un

resultado positivo a la presencia de material genético de N. caninum.

i

16 17 18 19 20 21 22 23 24° 25 26 27 28 29 30 MPM

Figura 11. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccién de material genético de N.
caninum en las muestras de tejido con la enzima comercial Bsm. Carriles 26
y 27: muestras positivas, Carriles 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28,
29 y 30: muestras negativas y Carril MPM: Marcador de peso molecular (100
bp Opti-DNA markers, No. cat.: GO16).

4.6. Ensayo LAMP parala deteccion de material genético de N. caninum en las muestras

de tejido de sistema nervioso central de fetos bovinos con la enzima local Bst_LF

Para este ensayo con la enzima local Bst_LF se emplearon las mismas 50 muestras de ADN
total obtenido de tejido de sistema nervioso central. En las 50 reacciones LAMP para la
deteccion de material genético de N. caninum con la enzima de produccioén local, resueltas
mediante electroforesis en geles de agarosa-TAE tefiidos con Bromuro de Etidio (Ver Figura

12) se observo un 26 % de muestras positivas (Tabla 5) del total de las muestras.
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Figura 12. Electroforesis (gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Bromuro de
Etidio) de reacciones LAMP para la deteccion de material genético de N.
caninum en las muestras de tejido con la enzima de produccion local Bst_LF.
Carriles 22, 27 y 28: muestras positivas, Carriles 20, 21, 23, 24, 25, 26,29 y
30: muestras negativas y Carril MPM: Marcador de peso molecular (100 bp
DNA Ladder, No cal.: 15628050).

4.7. Comparacion de los ensayos LAMP con la enzima producida localmente Bst_LFy
la comercial Bsm aplicado a las muestras de leche y tejido, mediante la prueba de

McNemar

Para el andlisis estadistico de los resultados de las reacciones LAMP se clasific6 como
muestra positiva a la presencia de material genético de N. caninum aquella en la que se
identifico visualmente el patron de bandas esperado en la imagen de la electroforesis en gel
agarosa-TAE tefiido con Bromuro de Etidio, capturadas con el fotodocumentador Gel Doc
XR+ System (BioRad).

Tabla 5. Distribucion de los resultados obtenidos en los ensayos LAMP con el uso de la enzima Bst_LF
local versus con la enzima comercial ADN polimerasa Bsm para la deteccidon de material genético de
N. caninum en 50 muestras de leche y 50 muestras de encéfalo de fetos bovinos.

Muestras / Enzimas

; » Encéfalo Leche McNemar
Validacion | 0.05
Bsm (comercial) Bst (local) Bsm (comercial) Bst (local) valor p (0.05)
N:50 (%) N:50 (%) N:50 (%) N:50 (%)
+ 20 (40 13 (26 0(0 0(0
*) (40) (26) (0) (0) 0.0654
) 30 (60) 37 (74) 50 (100) 50 (100)

Los resultados obtenidos en las 50 muestras de leche para detectar material genético de N.
caninum tanto con la enzima local Bst LF como con la enzima comercial Bsm fueron
negativos. En cambio los resultados obtenidos en las 50 muestras de tejido sometidas a la

deteccion de material genético de N. caninum con la enzima comercial Bsm y la enzima local
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Bst LF (Tabla 5), el andlisis estadistico con la prueba McNemar muestra que no hay
diferencias significativas al usar ambas enzimas (p = 0.0654), por lo tanto el lote de la enzima
local Bst_ LF muestra la misma capacidad para la detecciébn de material genético de N.

caninum en muestras de tejido de encéfalo de fetos bovinos en comparacion a la de la enzima
comercial Bsm.
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Capitulo 5: Discusion

En la presente investigacion se implementé un ensayo LAMP para detectar el material
genético de N. caninum en muestras biolégicas de bovinos con el uso de la enzima producida
en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Cuenca (ADN polimerasa Bst_LF), y contrastar los resultados obtenidos con
ensayos realizados con la enzima comercial Bsm. Los resultados del ensayo LAMP
implementado con la enzima local y la enzima comercial en las muestras de leche fueron
negativos, probablemente porque los bovinos no portaban N. caninum al momento de la toma
de muestras o la cantidad de ADN de este patdogeno se encontraban bajo el porcentaje
requerido para en este ensayo a ser detectados.

Por otro lado, para las 50 muestras de encéfalo de fetos bovinos se obtuvo un 26 % de
positivas con la enzima Bst_LF de produccion local, en contraste con un 40 % de positivas
con la enzima comercial. La técnica LAMP ha mostrado adecuados resultados en Ecuador
frente a la técnica molecular de PCR aplicable al diagnéstico y estudio de algunas
enfermedades y tipos de muestras en diferentes especies de animales (Chuva, 2017;
Alvarado, 2021; Carpio & Coello, 2021; Larriva & Picon, 2021); y algo muy importante resaltar,
es una técnica muy factible con respecto a costos debido a que es mas econdémica porque
no requiere de equipos costosos (Abril & Siguenza, 2019).

Como ya se indicd, en los ensayos LAMP para detectar N. caninum en las muestras de leche
se obtuvo tanto con la enzima comercial (ADN polimerasa Bsm) como con la enzima de
produccion local resultados 100 % negativos, resultados que contrastan a los encontrados en
149 granjas lecheras de Iran donde se analizaron muestras de leche al granel mediante
ELISA indirecto y PCR para detectar Brucella spp, N. caninum, T. gondii y mixta (N. caninum
y T. gondii) en donde encontraron con ELISA indirecto: Brucela negativo, y positivos un 55%
para N. caninum, 10.7% T. gondii y 2.7% mixta y con PCR: Brucela negativo; positivos un
55% para N. caninum, 5,4% T. gondii y 2.7% mixta, encontrando en Neospora el porcentaje
mas alto en comparaciéon con las otras enfermedades, detectando la mayor infeccién en
explotaciones con antecedentes de aborto, lo cual asociaron a factores como la presencia de
perros y roedores, la edad de los animales y el tamafio del rebafio (Gharekhani et al., 2021).
De igual manera en Espafia se realizaron un analisis de leche pero mediante la deteccién de
anticuerpos con una prueba ELISA indirecto comercial, evaluando a 1.134 vacas de 38
granjas, dando como resultados la deteccién de la exposicion a Neospora en el 94,7 % de los
rebafios (Gonzales et al., 2011). Todos los investigadores que obtuvieron resultados positivos

a este patdgeno realizaron la toma de muestras en granjas con antecedentes de abortos.
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En el caso del estudio realizado con muestras de encéfalo de fetos bovinos con el ensayo
LAMP empleando la enzima comercial se obtuvo un 40 % de muestras positivas a la
presencia de material genético de N. caninum, en contraste al emplearse la enzima local se
obtuvo un 26 % de muestras positivas. Existiendo diferencia numérica pero no estimandose
diferencias significativas con el andlisis de McNemar. Estos resultados superan los valores
positivos encontrados en investigaciones como la realizada en Venezuela en donde se
analizaron mediante PCR 4 fetos bovinos recolectados durante 1 afio en granjas con
positividad del 28.1 % a anticuerpos anti-N. caninum, de los cuales fueron todos negativos
para la presencia de ADN de N. caninum en tejido nervioso central, pero 2 muestras de tejido
cardiaco fueron positivos (Linares et al., 2017). En 2 establos de Lima, Peru se recolectaron
40 fetos abortados y mediante PCR se encontré un 37.5 % (15/40) de positivos de muestras
de varios 6rganos, sin embargo el cerebro fue el 6rgano principal con un 100 % de positividad
a la presencia de material genético de N. caninum (Matienzo, 2019). Por otro lado, en un
estudio realizado en Colombia, en donde estudiaron 3 fincas con antecedentes de abortos y
la presencia de animales (2 terneros y 1 vaca adulta) con signologia nerviosa; procedentes
de estos sitios se analizaron 6 fetos abortados de 2 a 7 meses, dos terneros fallecidos pocos
dias después del nacimiento y una vaca adulta, con la técnica PCR convencional en cultivos
de células Vero inoculadas con muestras de varias porciones de los cerebros, encontrandose
un 100 % de muestras positivas (Moreno, 2019).

Finalmente, en el presente estudio al compararse el uso de 2 enzimas en el ensayo LAMP
material genético de 2 tipos de muestras biolégicas diferentes (leche y encéfalo),
evidenciandose una mayor utilidad para deteccion de ADN de N. caninum el empleo de

muestras de tejido nervioso independientemente del tipo de enzima que se use.
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Conclusiones

En los resultados obtenidos en las muestras de tejido nervioso se pudo detectar el ADN de
N. caninum tanto con la enzima comercial y la enzima local, por lo que se puede considerar
como una muestra bioldgica util para evidenciar a N. caninum como causa de un posible
aborto.

Por otro lado, no se encontro diferencias significativas en los resultados de los ensayos LAMP
con ambas enzimas, evidenciandose la funcionalidad de la enzima Bst_LF de produccion
local para detectar el material genético de N. caninum en muestras de tejido de encéfalo de

fetos bovinos.

Recomendaciones

Para que la enzima producida en el laboratorio Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca sea confiable para el diagnostico de
enfermedades, debe pasar por una serie de criterios de validacion entre ellos: optimizaciéon
del proceso de produccion, estimar los rendimientos volumétricos, validacion de los ensayos
analiticos (LAMP), estimacion de sensibilidad y especificidad, tanto analitica como
diagnéstica, valores predictivos positivos y negativos, determinacién del umbral diagnéstico y
probar con otros ensayos y tipos de muestras. Una vez cumplido los criterios de validacion
se puede continuar con estudios de costos y establecer si generan precios mas accesibles

en comparacion con enzimas comerciales.

Para investigaciones que se requiera el diagndstico de N. caninum en bovinos con el ensayo
LAMP, se recomienda realizarlo en hatos que presenten antecedentes de abortos, problemas
nerviosos, presencia de portadores (perros, ratones. etc) y realizar tomas de muestras

seriadas para obtener resultados en los diferentes ciclos de este protozoario.

Continuar realizando investigaciones con N.caninum en bovinos utilizando muestras de
animales positivos con otras técnicas diagnosticas que demuestren la eficacia de estas

técnicas para detectar el ADN de este parasito.
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Anexos

Anexo A. Seleccion de las muestras de ADN total de leche y encéfalo del banco de material
genético del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad de Cuenca.

Anexo B. Preparacién de las muestras y reactivos para comenzar el ensayo LAMP.

Anexo C. Amplificacién de ADN de N. caninum mediante el ensayo LAMP en el termociclador.
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Anexo D. Electroforesis en gel de agarosa_ TAE tefiido con Bromuro de Etidio: Adicién de 5
ul de la solucién buffer de carga para ADN 6x a cada tubo de las reacciones del ensayo LAMP.

Anexo E. Electroforesis en gel de agarosa_ TAE tefiido con Bromuro de Etidio: De la mezcla
de cada una de las reacciones del ensayo LAMP se tomé 10ul y se inoculo en el pocillo
correspondiente.

Estefania Tatiana Siglienza Jiménez



UCUENCA 51

Anexo F. Electroforesis en gel de agarosa_ TAE tefiido con Bromuro de Etidio: Se somete al
mismo a 100 Voltios por el tiempo necesario de acuerdo a la longitud del gel (45 a 60 min).

00:37:57

UOLTAGE 108
CURRENT .07

Anexo G. Deteccion de los productos amplificados del ensayo LAMP.

Anexo H. Registro de cada electroforesis realizada para cada tipo de muestras y enzimas.
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Anexo |. Resultados estadisticos de McNemar.

Tablas de contingencia

Frecuencias absolutas
En columnas:BST (local)

BSM (comercial) 0 1 Total

0 28 2 30
1 9 11 20
Total 37 13 50

Frecuencias relativas por filas (expresadas como porcentajes)

En columnas:BST (local)

BSM (comercial) O 1 Total
0 93.33 6.67 100.00
1 45.00 55.00 100.00
Total 74.00 26.00 100.00

Frecuencias relativas por columnas (expresadas como porcentajes)

En columnas:BST (local)

BSM (comercial) O 1 Total
0 75.68 15.38 60.00
1 24.32 84.62 40.00
Total 100.00 100.00 100.00

Frecuencias relativas al total (expresadas como porcentajes)

En columnas:BST (local)

BSM (comercial) 0 1 Total
0 56.00 4.00 60.00
1 18.00 22.00 40.00
Total 74.00 26.00 100.00
Estadistico Valor o)
Mc Nemar 4.45 0.0654
Coef.Conting.Cramer 0.38
Kappa (Cohen) 0.51
Coef.Conting.Pearson 0.48
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Anexo J. Resultados de estadistico descriptivo (SPSS).

Encéfalo BSM Comercial

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje | Porcentaje valido | acumulado
Valido Negativo
30 60,0 60,0 60,0
Positivo
20 40,0 40,0 100,0
Total
50 100,0 100,0
Encéfalo BST Local
Porcentaje
Frecuencia Porcentaje | Porcentaje valido | acumulado
Valido Negativo
37 74,0 74,0 74,0
Positivo
13 26,0 26,0 100,0
Total
50 100,0 100,0
Leche BSM Comercial
Porcentaje
Frecuencia Porcentaje | Porcentaje valido acumulado
Valido Negativo 50 100,0 100,0 100,0
Leche BST Local
Porcentaje
Frecuencia Porcentaje | Porcentaje valido acumulado
Valido Negativo 50 100,0 100,0 100,0
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