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RESUMEN
Neospora caninum es un parasito apicomplexa, agente etiolégico de la neosporosis, una
enfermedad considerada de gran importancia en las pérdidas productivas y
reproductivas de los bovinos y de dafio neuromuscular en los perros, con presencia a
nivel mundial. Este parasito protozoario se mantiene en el medio ambiente por un ciclo
heteroxeno que involucra como hospedador definitivo al perro (Canis familiaris o Canis
lupus familiaris) y otros animales del género Canis como el Coyote (Canis latrans) o el
Dingo (Canis lupus dingo) y posee varios hospedadores intermediarios, siendo el méas
importante el ganado bovino. El objetivo de este estudio fue comparar dos técnicas
moleculares, PCR y LAMP para la identificacién de material genético de N. caninum, en
muestras de sangre periférica obtenidas de perros, sin distincidon de sexo, edad o raza,
de las zonas ganaderas aledafas a la ciudad de Cuenca que conviven con bovinos y
estan expuestos al consumo de restos bioldégicos de estos animales, siendo ésta la
poblacion mas susceptible a desarrollar dafios en su salud por parte de éste parasito y
menores posibilidades de cura. Se tomaron muestras de sangre de 100 perros para
posteriormente extraer el ADN total de cada una de ellas y aplicar ambos métodos
moleculares, los resultados obtenidos mostraron 2 muestras positivas a N. caninum en
PCR y 3 positivas en LAMP, en el analisis estadistico aplicado con las pruebas de Chi-
cuadrado y F-Fisher, se encontr6 que no hay diferencia estadistica entre los resultados
obtenidos al aplicar estos métodos moleculares, es decir, este estudio sugiere que
ambos ensayos son igual de eficientes para identificar material genético de N. caninum
en la sangre periférica de los perros. Finalmente, ambas técnicas son consideradas de
alta especificidad y sensibilidad tanto analitica como diagndstica en comparacion con las
pruebas de tipo seroldgico aplicables para al diagnostico de ésta enfermedad, sin
embargo el ensayo LAMP es més factible de ser aplicado en condiciones de recursos

limitados al no requerir equipos costosos para su realizacion.

Palabras clave: Neospora caninum, PERROS, PCR, LAMP
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ABSTRACT
Neospora caninum is an Apicomplexa parasite, the etiological agent of neosporosis, a
disease considered of great importance in the productive and reproductive losses of
bovines and neuromuscular damages in dogs, with a worldwide presence. This protozoan
parasite is kept in the environment by a heteroxen cycle that involves as a definitive host
the dog (Canis familiaris or Canis lupus familiaris) and other animals of the Canis genus
such as Coyote (Canis latrans) or Dingo (Canis lupus dingo) and it has several
intermediate hosts, the most important being cattle. The objective of this study was to
compare two molecular technigues, PCR and LAMP for the identification of genetic
material of N. caninum, in peripheral blood samples obtained from dogs, without
distinction of sex, age or breed, from the livestock areas adjacent to the city of Cuenca
that live with bovines and are exposed to the consumption of biological waste of these
animals, this being the population most susceptible to develop damage to their health
from this parasite and less chance of cure. For the above, blood samples were taken from
100 dogs to subsequently extract the total DNA from each of them and apply both
molecular methods, the results obtained showed two positive samples to N. caninum in
PCR and 3 positive in LAMP, in the statistical analysis applied with Chi-square and F-
Fisher tests, it was found that there is no statistical difference between the results
obtained when applying these molecular methods, that is, this study suggests that both
tests are equally efficient to identify genetic material from N. caninum in the peripheral
blood of dogs. Finally, both techniques are considered highly specific and sensitive, both
analytical and diagnostic compared to the serological tests applicable for the diagnosis of
this disease, however the LAMP assay is more feasible to be applied in limited resource

conditions since it does not require expensive equipment for its realization.

Key words: Neospora caninum, DOGS, PCR, LAMP
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La presente investigacion se fundamenta en la aplicacion de herramientas de biologia
molecular para la deteccion especifica de material genético de Neospora caninum (N.
caninum), un parasito que ha adquirido gran importancia a nivel mundial por ser una de
las principales causas de abortos en el ganado bovino.

En el Ecuador, especificamente en el sector interandino desde hace mucho tiempo se
utiliza al perro como una gran herramienta para el pastoreo de animales de produccion
o como guardian de hatos y casas de las zonas rurales. La especie Canis lupus familiaris
(perro) juega un papel importante en la trasmision de una cierta cantidad de
enfermedades a los bovinos, entre ellas la neosporosis, siendo el hospedador definitivo
en el ciclo biolégico del parasito, a mas de esto sufre en si mismo la enfermedad
demostrando signos neuromusculares.

Para el diagnostico de esta parasitosis, actualmente en nuestro pais se utiliza como
método diagndstico preferencial ELISA en suero de bovino para confirmar los casos en
dicha especie y en el perro el método de flotacion es el aplicado como método
coproparasitoscopico. En el area de la biologia molecular podemos encontrar nuevas y
diferentes técnicas para la deteccibn de material genético de microorganismos,
caracterizados por su alta sensibilidad y especificidad, que brinda mayor seguridad y
facilidad al momento del diagndstico.

Las técnicas de LAMP (Loop mediated isothermal Amplification, o Amplificacion
isotérmica mediada por un lazo) y PCR (Polymerase Chain Reaction o Reaccién en
cadena por la polimerasa) permiten la deteccion de manera directa de un patégeno,
amplificando fragmentos especificos de ADN (Acido desoxirribonucleico) (6). La sangre,
tejido nervioso, muscular, liquido cefalorraquideo y heces son las muestras mas
apropiadas para la deteccion de ADN de N. caninum en su hospedador definitivo y al
comparar el porcentaje de inhibidores presentes en cada muestra, la sangre es la matriz
gue menor cantidad de éstos contiene, si es procesada correctamente solo existe el
inhibidor hematina (7).

En nuestras condiciones no hay evidencias de la aplicacion de estas dos técnicas

moleculares como son PCR y LAMP para la deteccién de N. caninum en sangre periférica

Marcela Estefania Abril Vasquez
Nidia Mirella Siguenza Guaman 16



de perro, por lo cual, la finalidad de nuestro estudio es conocer cual de estas dos técnicas
es la més eficiente para el diagnéstico de esta enfermedad.

Objetivo general
Evaluar la aplicacion de los métodos moleculares de PCR y LAMP para la identificacion
de ADN de N. caninum en muestras de sangre periférica de perros potencialmente

expuesta a ésta parasitosis, para su posible uso como herramienta diagndstica.

Objetivos especificos
Evaluar la aplicacion del método de PCR en muestras de sangre periférica extraida de
perros que se encuentren en granjas ganaderas bovinas que circundan la ciudad de

Cuenca y que deambulan alrededor del Camal Municipal, para identificar N. caninum.

Evaluar la aplicacion del método de LAMP en muestras de sangre periférica extraida de
perros que se encuentren en granjas ganaderas bovinas que circundan la ciudad de

Cuenca y que deambulan alrededor del Camal Municipal, para identificar N. caninum.

Comparar los resultados de la aplicacion de PCR y LAMP en la deteccion de material
genético de N. caninum en muestras de sangre extraida de perros que se encuentran en
granjas ganaderas bovinas que circundan la ciudad de Cuenca y que deambulan

alrededor del Camal Municipal.

Hipodtesis
Las técnicas moleculares PCR y LAMP de manera similar son capaces de identificar

material genético de N. caninum en sangre de perros expuestos a ésta parasitosis.

Marcela Estefania Abril Vasquez
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. GENERALIDADES

La neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria de alto impacto tanto reproductivo
como econdmico en granjas ganaderas ya sean de carne o leche; es producida por un
protozoo llamado Neospora caninum (N. caninum), el cual origina alteraciones
neuromusculares en perros que son los hospedadores definitivos y en los rumiantes
principalmente en las vacas causa altos porcentajes de abortos y mortalidad neonatal
(8).

N. caninum es un pardsito intracelular obligado, que en su hospedador tanto definitivo
como intermediario, el perro, capaz de producir paralisis y contraccién ascendente hasta
de las dos extremidades pélvicas; también pudiendo afectar a érganos vitales como el
corazén, pulmones, placenta, cerebro, higado, médula espinal entre otros (1).

Se ha descrito que existe mayor seroprevalencia de N. caninum en perros que conviven
con vacas en haciendas ganaderas que en los que no tienen contacto con estas,
indicando asi una asociacién epidemioldgica entre el ganado bovino y los perros (4).

La mayor evacuacion de ooquistes en las heces del hospedador definitivo contamina el
agua de bebida, la hierba y alimentos de los animales susceptibles infectandose al
ingerirlos (9), esto permite que se desarrolle el ciclo biolégico del paréasito ocasionando
dafos tisulares y consecuentemente pueda ser transmitido de forma horizontal o vertical
a otros animales (10).

N. caninum tiene una distribucidon mundial, siendo diagnosticada en muchos paises de

los seis continentes(1).

2.2. ANTECEDENTES

La neosporosis canina se describid por primera vez en 1984 en Noruega manifestandose
como una encefalopatia mortal en perros y ataxia en cachorros, que se pensaba estaba
asociada a un parasito similar a Toxoplasma gondii (T. gondii) (11). En 1988, Estados
Unidos se aislé un parasito diferente a T. gondii en 10 perros con signologia de
enfermedad neuromuscular. En 1987 en la ciudad de Nuevo México se asocio el aborto

en las vacas con neosporosis bovina (1). El nuevo género Neospora fue descrito en el
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afio de 1988 junto con su Unica especie identificada N. caninum; para la cual Dubey
obtuvo su primer aislado en cultivo celular y en el raton a partir de muestras de cerebro

y musculos de perro (11).

2.2.1 CICLO BIOLOGICO

La enfermedad es producida por un protozoo formador de quistes, perteneciente al
Phylum Apicomplexa de la Familia Sarcocystidae y del Género Neospora; del cual
solamente una especie ha sido designada N. caninum (12).

N. caninum se caracteriza por un complejo ciclo de vida facultativo heteroxénico que
involucra un hospedador definitivo (género Canis, incluido perros domésticos y salvajes)
y una gama de hospederos intermedios (mas comunmente el ganado bovino) (16). Se
presume, aungque no se ha demostrado, que la reproduccion sexual ocurre en las células
epiteliales intestinales del hospedero definitivo, 1o que resulta en gametogenia, la
singamia y la produccion y excrecion de ooquistes. La multiplicacién asexual ocurre en
el anfitrion intermedio (14), principalmente en el cerebro y médula espinal; como también
pueden ubicarse en diversos 6rganos (15).

El ciclo de vida esté tipificado por tres etapas infecciosas: taquizoitos, quistes tisulares y
oocistos. Las etapas de taquizoitos y quistes tisulares se encuentran en los hospederos
intermedios, estas formas parasitarias sobreviven intracelularmente. Los quistes
tisulares son redondos u ovalados y se encuentran principalmente en el sistema nervioso
central. Los tejidos extraneurales, especialmente los musculos, también pueden
contener quistes tisulares (16).

Los perros que son infectados tanto de manera natural como experimentalmente,
eliminan una pequefa cantidad de ooquistes, esta excrecion de ooquistes comienza
entre los 5 a 13 dias posteriores al inicio de la infeccion y dura alrededor de 27 dias. Los
ooquistes esporulan en las heces de 24 a 72 horas después de su eliminacion para
convertirse en formas infectivas. Existe evidencia epidemiologica de que el ciclo de vida
se puede mantener entre perros y ganado (17).

Las tres etapas infecciosas de N. caninum (taquizoitos, bradizoitos y oocistos) estan
involucradas en la transmision del parasito. Es probable que los carnivoros se infecten

al ingerir tejidos que contienen bradizoitos, y los herbivoros se infecten por la ingestion
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de alimentos o agua potable contaminada por ooquistes esporulados de N. caninum. La
infeccion transplacentaria puede ocurrir cuando los taquizoitos se transmiten de una
madre infectada a su feto durante la gestacion (18).

Los bradizoitos generalmente se encuentran dentro de los quistes de paredes gruesas,
se replican lentamente y se cree que son una etapa quiescente y persisten dentro de los
tejidos del hospedero intermedio. Durante la gestacion, los bradizoitos se reactivan, se
diferencian en taquizoitos y se diseminan a otros tejidos, incluido el Gtero, donde
atraviesan la placenta e infectan al feto (14).

N. caninum no se considera zoonética a pesar de algunas evidencias seroldgica de

exposicion humana, en especial en la poblacién inmunosuprimida (13).

2.3. PERROS

2.3.1. SIGNOS CLINICOS

La neosporosis en los perros se manifiesta con mayor frecuencia como enfermedad
neuromuscular, especialmente en los individuos jévenes, pero los perros de cualquier
edad pueden verse afectados.(13) Los signos clinicos que deben despertar sospecha de
neosporosis incluyen paresia de las extremidades posteriores y ataxia que
progresivamente son mas graves, particularmente cuando hay pérdida de propiocepcién
y reflejos rotulianos (19). Para el diagndéstico la biopsia muscular es la mas indicada y
puede revelar inflamacién no supurativa y la presencia de taquizoitos dentro de los
miocitos (17).

Los signos neurologicos dependen del sitio parasitado en el SNC, las extremidades
traseras suelen verse mas afectadas que las extremidades anteriores; N caninum tiene
predileccion por las raices lumbosacras en cachorros, resultando en la atrofia de las
extremidades pélvicas, inmovilidad de las articulaciones (contracturas) y a menudo
presentan una hiperextension rigida (17). Los perros con paralisis de extremidades
posteriores pueden estar alertas y sobrevivir durante meses. Otras disfunciones que
ocurren incluyen, dificultad para tragar, paralisis de la mandibula, flacidez muscular,

atrofia muscular e incluso insuficiencia cardiaca (20).
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Otros signos clinicos neuroldgicos informados son, la inclinacion de la cabeza, ataxia,
incontinencia, convulsiones y anomalias oculares incluyendo miosis, reflejos pupilares
leves, anisocoria y enoftalmos. Las lesiones macroscépicas al momento de la necropsia
se describen con poca frecuencia, aunque se ha observado atrofia cerebelosa en
algunos casos (13). La incontinencia urinaria es inusual al principio de la enfermedad,

puede desarrollarse de forma tardia (19).

2.3.2. TRANSMISION

Cémo se infectan los perros con N. caninum en la naturaleza no se entiende
completamente. Histéricamente, la transmision vertical de la neosporosis se reconocio
por primera vez en perros. Hay evidencia de que una perra infectada transmite de
manera congeénita la infeccion a su progenie. En la mayoria de los casos de neosporosis
neonatal, los signos clinicos no son evidentes hasta 5 a 7 semanas después del
nacimiento. Estos datos sugieren que N. caninum se transmite desde la madre a los
recién nacidos hacia las etapas terminales de gestacion o de manera postnatal. La
transmision vertical de N. caninum en perros se considera altamente variable y no
persiste en ausencia de infeccion horizontal (18). En estudios realizados, se ha
observado que en una misma camada existen cachorros infectados que manifiestan de
manera severa la patologia; mientras que otros se mantienen saludables (21).

La Unica ruta probada de transmisién postnatal en el perro se da por la ingestion de
ooquistes presentes en tejidos de animales infectados. Se estima que la cantidad
maxima de ooquistes que un perro infectado puede excretar es de alrededor de 500,000
después de alimentarse de tejidos de un hospedero intermedio infectado (14).

En un informe, se encontrd que el 51% de 300 perros de raza Foxhounds alimentados
con cadaveres bovinos tenian anticuerpos N. caninum. Si bien el consumo de fetos
bovinos abortados no parece ser una fuente importante de infeccion por N. caninum, el
consumo de membranas fetales bovinas puede ser una fuente de N. caninum para
perros. El parasito se ha encontrado en placentas naturalmente infectadas, y los perros
alimentados con placentas de vacas seropositivas recién paridas pueden arrojar oocistos

de N. caninum. Que los perros pueden adquirir el parasito al ingerir tejidos infectados ha
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sido ampliamente demostrado, pero se desconoce si pueden infectarse por la ingestién
de oocistos (17).

2.3.3. PATOGENIA

La patogenia de la neosporosis depende del equilibrio entre la capacidad del taquizoito
para penetrar y multiplicarse dentro de las células, y el hospedero para impedir la
proliferacion del parasito. El proceso de invasion celular tiene dos pasos diferentes: la
adhesion a la superficie de la célula hospedera y la penetracidon en la célula, que puede
demorar no més de 5 minutos (22).

Ya en la célula, los taquizoitos se multiplican mediante endodiogonia en el interior de la
vacuola parasitofora. Una célula puede albergar mas de 100 taquizoitos, lo que llega a
ocasionar su ruptura, lo taquizoitos salen al medio extracelular en donde iniciaran los
procesos de adhesion e invasion de otras células que infectaran (4).

Se puede observar un periodo prepatente de 5-8 dias después de la ingestion de quistes
tisulares en la forma intestinal de la enfermedad, pero se sabe poco sobre la localizacion
de los quistes en el 6rgano o sobre las estructuras afectadas. N. caninum puede inducir
la produccion lesiones necréticas, que son detectables en pocos dias; causa la muerte
celular por la multiplicacién activa de los taquizoitos y puede inducir enfermedades
neuromusculares en perros y otras especies mediante la destruccién de un gran nimero
de células neuronales que afectan la conductibilidad del impulso nervioso entre las
células (22).

Este parasito se puede encontrar en cualquier érgano, pero con mayor frecuencia éste
se aloja en los cerebros de los animales; a pesar que la barrera hematoencefalica que
esta constituida por varios mecanismos tanto metabdlicos como fisicos que protegen al
cerebro de agentes exdgenos; sin embargo, el parasito supera estas barreras e infecta
a las células gliales provocando un proceso de inmunosupresion durante la infeccion
(23). Elsheikha et al. indicaron que el parasito puede crecer en células endoteliales
microvasculares cerebrales (componente fundamental de la barrera hematoencefélica)
sin perturbar marcadamente su proliferacion normal o integridad mitocondrial; a su vez

se observo la actividad de los taquizoitos al extenderse rapidamente para infectar tejidos
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vecinos, indicando asi que la barrera hematoencefalica favorece y apoya al crecimiento

y proliferacién de N. caninum (24).

2.3.4. DIAGNOSTICO

La identificacion del agente causal se puede desarrollar por medio de métodos directos
e indirectos; siendo de gran importancia para su diagnostico, prevencion y control de la
infeccion.

Los meétodos directos consisten en la tipificacion de oocistos, quistes tisulares o
taquizoitos, mediante microscopia Optica, histopatologia, inmunohistoquimica, cultivo
celular in vitro, flotacion fecal de heces de perro, y métodos moleculares, como PCR y
LAMP. Y entre los métodos indirectos se cuenta con la prueba IFAT (Ensayo de
inmunofluorescencia indirecta) y ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
(18).

La tincion inmunohistoquimica fue una de las primeras técnicas utilizadas para
diagnosticar la infeccion por N. caninum; esta técnica se usa a menudo para demostrar
la presencia del parasito en las lesiones, particularmente en el cerebro y el corazén. Sin
embargo, las técnicas de inmunohistoquimica han demostrado tener una sensibilidad
relativamente baja y esto puede estar relacionado con un bajo nimero de paréasitos y el
grado de autolisis en los tejidos analizados (25).

Los ensayos serolégicos como IFAT o ELISA pueden estar limitados por resultados
falsos negativos en casos de infeccion temprana o crénica, la fluctuacion de los
anticuerpos especificos durante la infeccion limita los métodos seroldgicos porque dicha
fluctuacién a veces esta por debajo de los limites de deteccién de las pruebas seroldgicas
(26).

2.3.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los ensayos moleculares son Utiles para la detecciéon temprana de N. caninum en
animales carentes de manifestaciones clinicas, la sangre como medio de transporte para
los taquizoitos entre los tejidos corporales puede emplearse como una muestra bioldgica

en la que se puede evidenciar la presencia del parasito (26).
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El diagndstico de neosporosis ha mejorado con el desarrollo de pruebas como PCR que
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permiten una identificacion rapida, precisa, confiable y muy sensible del parasito a través
de la amplificacion y la posterior demostracion de secuencias de ADN especificas del
parasito (27). PCR logra amplificar secuencias a partir de proporciones infimas de ADN
diana, inclusive a partir de ADN de una sola célula. Siendo posible detectar ADN del
parasito en leucocitos, linfocitos y sangre, lo cual demuestra la presencia del parasito de
manera directa (28).

La PCR tienen la ventaja de poder amplificar pequefias cantidades de ADN diana del
parasito en diferentes tipos de muestras bioldgicas, los ensayos de PCR pueden estar
dirigidos a amplificar diferentes genes o secuencias diana; por ejemplo, la secuencia
repetida de N. caninum llamada Nc-5 y la secuencia del espaciador interno del transcrito
de los ARN ribosomales 18S y 5.8S (ITS1) son los mas utilizados. Recientemente se han
desarrollado diferentes formatos de PCR para aumentar la sensibilidad en la deteccién
del ADN de N. caninum, por ejemplo, la PCR anidada, semi-anidada y en tiempo real.
Sin embargo, el diagndstico por PCR implica el uso de equipos sofisticados, como un
termociclador para amplificar acidos nucleicos, asi como también la necesidad de
personal capacitado en dicha &area y tiempo adicional para detectar los productos
amplificados cuando se emplea la PCR convencional (25).

2.3.4.2. Técnica de Amplificacion Isotérmica mediada por bucle o lazo (LAMP)
LAMP es una novedosa técnica molecular de amplificacion de &cidos nucleicos donde

un conjunto de cuatro (o seis) primer u oligonucleétidos diferentes que hibridan en seis
(u ocho) regiones diferentes en la secuencia diana, lo que lo hace altamente especifico.
Este conjunto de primer consta de dos primer externos (F3 y B3), dos primer internos
(cebador interno sentido (FIP) y cebador interno reverso (BIP) y primer de bucle (bucle
sentido y bucle reverso). La reaccion de LAMP puede realizarse simplemente en una
condicion isotérmica mediante el uso de la ADN polimerasa Bst, o similares, que tienen
una actividad de desplazamiento de la cadena de ADN (6).

Se ha demostrado que LAMP es entre 10 a 100 veces mas sensible a nivel analitico que
la PCR convencional (6). Esta técnica ha llamado mucho la atencion por su rapida,

precisa y rentable deteccidon de microorganismos como virus, bacterias y parasitos
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patdgenos. Al igual que muchos patégenos de plantas como en el caso de hongos (29).
Incluso cuando hay poco ADN disponible. Es también una herramienta valiosa y
beneficiosa en paises en desarrollo debido a su desempefio sin la necesidad de contar
con equipos avanzados o0 expertos para operarlo (30)

La deteccidn visual inmediata de resultados positivos y el uso de dispositivos de
calefaccion basicos hacen que este método sea simple de usar en el campo, este ensayo
ha sido validado en muestras de perros y tiene el potencial de lograr la deteccion rapida
de N. caninum. Un mayor desarrollo, modificacion, validacion y estandarizacion del
ensayo proporcionara una herramienta para el diagndéstico, la comprension de la
epidemiologia para el control y disefio de estrategias de prevencion para la neosporosis

canina (26).

2.4. BOVINOS
La neosporosis bovina, neosporosis fetal o neosporosis abortiva, es de importancia

mundial dentro de la explotacion bovina. Esta enfermedad parasitaria es muy comun en
las ganaderias, tiene un efecto negativo dentro de la reproduccion, principalmente afecta
a hembras gestantes y a terneras recién nacidas, varios estudios sugieren una posible
transmision venérea ya que se ha detectado ADN de N. caninum tanto en semen fresco
y congelado aunque en bajas cantidades (10).

En los bovinos, siendo uno de los hospederos intermediarios, se da lugar a dos estadios:
los taquizoitos y los bradizoitos. Los taquizoitos infectan y se multiplican en diferentes
tipos de células como son de las neuronas, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales, miocitos, hepatocitos y células renales, y atacan al feto por via
transplacentaria (31).

El dnico signo clinico observado en vacas infectadas por N. caninum es el aborto,
presentando fetos momificados o autolisados. El tiempo al que se presenta los abortos
fluctua entre los 3 a 8 meses de gestacion, mostrando mayor probabilidad de que éste
suceda entre los 4 a 6 meses (32).

En los animales que nacen vivos pero congénitamente infectados presentan signologia
nerviosa visible a los 5 dias posteriores al parto aproximadamente o pueden aplazarse
hasta las 2 semanas de vida. Mostrando alteraciones neuromusculares desde la
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debilidad y dificultad de levantarse, incoordinacién ligera de miembros, ataxia, hasta una
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paralisis total. Como también se puede ver afectado células nerviosas embrionarias

presentando exoftalmia y posicién asimétrica de los ojos (11).

2.5. OTRAS ESPECIES
La neosporosis se ha vinculado con casos de abortos esporadicos en cabras y ovejas.

Como también se ha reportado como causa de abortos en equinos y camélidos; se
conoce que la infeccion subclinica por N. caninum en los caballos es relativamente
comun. Ademas en estudios se ha detectado ADN de N. caninum en el zorro colorado,
mapache, antilope, rata, ratén, aunque no se ha podido aislar al parasito en forma viable
(33).

Se considera que la neosporosis es potencialmente zoonadtica ya que experimentalmente
se ha infectado a dos monos Rhesus, sin embargo adn no existe evidencia contundente
de infeccibn en humanos, ya que se podria diagnosticar de manera errbnea como
toxoplasmosis (6). Existen estudios que evidencia muestras positivas seroldgicamente
mediante ELISA, IFAT y Western blot, de pacientes afectados VIH con signos
neuroldgicos o con factores predisponentes como es el vinculo directo con producciones

bovinas y contacto con perros en zonas rurales (34).

2.6. FACTOR DE RIESGO DE PERROS PARASITADOS PRESENTES EN LAS
FINCAS

El factor de riesgo principal en las haciendas ganaderas es el manejo sanitario incorrecto
de material biolégico resultante de abortos y partos de las hembras bovinas, por parte
de los ganaderos o administradores de las granjas (35).

Los habitos especificos de alimentacién de los perros de granja, como permitir la
alimentacion con fetos abortados y placentas puede aumentar la probabilidad de
seropositividad en el ganado. Las diferencias en el manejo de la finca (alimentacion,
manejo de pastura, densidad de ganado y vivienda) pueden tener influencia en el riesgo

de infeccion (36).
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2.7. MEDIDAS DE CONTROL

Se debe evitar que los perros contaminen el alimento y el agua de los bovinos con heces
y que los perros se alimenten con placentas bovinas u otros tejidos que puedan contener
guistes de este parasito y vigilar la presencia de roedores (37). Se debe evitar también
el contacto con tejidos infectados de otros hospedadores intermediarios, por ejemplo,
ovejas, cabras, caballos o heces de otros canidos domeésticos y silvestres (22).

No hay indicativos de agentes quimioterapicos efectivos que pueden ser usados para
prevenir la transmision vertical de la neosporosis y a pesar de los avances
inmunobioquimicos en el estudios de N. caninum, ain no se ha elaborado una vacuna
eficaz para la prevencion de la enfermedad (37).

Un inconveniente importante al disefiar una vacuna contra N. caninum es que la
respuesta inmune en si misma es potencialmente dafina para el feto. La investigacion
de vacunas ha estado en marcha durante mucho tiempo, y la mayoria de los enfoques
se han centrado en vacunas con parasitos inactivados (taquizoitos muertos), el uso de
subunidades basadas en antigenos nativos (vacunas de extractos de taquizoitos
formulada con un adyuvante de lecitina de soja / B-glucano) y antigenos de N. caninum

recombinantes y parasitos vivos atenuados naturalmente (22).
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio y unidad de analisis

Las muestras fueron tomadas de animales residentes de las zonas ganaderas aledarias
a la ciudad de Cuenca y cercanas al camal municipal de Cuenca-Azuay. La muestra de
sangre fue tomada de 100 perros, que se encontraban en contacto directo con bovinos
y/o estaban expuestos al consumo de restos de estos animales y seleccionados sin
distincion de raza, edad o sexo.

3.2. Recoleccion y trasporte de muestras

3.2.1. Materiales de trabajo

Mandil

Guantes de latex descartables

Mascarillas

Torniquete

Gorros

Marcador rotulador de muestras

Tubos con anticoagulante (EDTA)

Rasuradora

Tijeras

Torundas de algodén

Jeringas de 5 ml

Gel refrigerante

Cooler

3.2.2. Materiales quimicos
Alcohol etilico al 70%

3.2.3. Procedimiento

Paso 1.Se tomd 1ml de sangre de cada perro de la vena cefalica con una jeringa de 5
ml y aguja hipodérmicas de calibre 22 y fue colocada en los tubos con anticoagulante
(EDTA).

Paso 2.Para el transporte se utilizé un cooler con gel refrigerante que dio a la muestra

un tiempo maximo de 8 horas para su correcta conservacion.
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Paso 3. Estas muestras se trasladaron al laboratorio Biologia Molecular de la Facultad

Universidad de Cuenca

de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca en donde se conservaron a
temperaturas de refrigeracion (4 °C) por un periodo maximo de una semana, hasta su

posterior procesamiento.

3.3. Extraccién de ADN

El ADN se extrajo utilizando el método tradicional de Fenol/Cloroformo descrito por
Ghabheri et al. (38) para sangre total.

3.3.1. Materiales bioldgicos

Sangre completa

3.3.2. Soluciones

Buffer de lisis (40 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 200 mM de NaCl, 8 mM de EDTA, 2% de
SDS (Sigma, No. cat.: T4661, 320331, 53014, EDS y 71725)).

Proteinasa K (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM de EDTA, 50% de Glicerol, 5 mg/ml de
proteinasa K (Sigma, No. cat.: T4661, 320331, EDS; G5516 y Fisher bioReagents, Cat.
no: BP1700)).

Fenol/Cloroformo/A isoamilico 25:24:1 (Sigma, No. cat.: 77619).

Etanol absoluto (Sigma, No. cat.: E7148).

Solucién de Etanol al 70% (Sigma, No. cat.: E7148 y W4502).

3.3.3. Equipos

Centrifuga

Vortex

Bafio Maria o bloque de calentamiento

Refrigeradora

3.3.4. Proceso para la extraccion de ADN de muestras de sangre completa

Paso 1. Se tom6 200 ul de sangre completa y se le agregé 200 ul de la solucion Buffer
de lisis y 40 ul de la solucién de Proteinasa K, para tener total de 440 pl.

Paso 2. Esta mezcla se colocé a Bafio Maria por 12 a 14 h a una temperatura de 56 °C,
posteriormente se le agregdé 440 ul de la Solucion de Fenol/Cloroformo/A isoamilico

25:24:1 y fueron mezcladas con la ayuda de un vortex por 10 a 15 s.
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Paso 3. La mezcla fue centrifugada a 14,000 x g por 10 min, posterior a lo anterior se
observo que la solucion se separé en dos partes, la inferior que corresponde a la mezcla
de solventes y la superior acuosa.

Paso 4. Se tomd6 350 ul de la parte acuosa o sobrenadante y se colocé en un tubo nuevo,
al cual se le agreg6 875 pl de Etanol absoluto frio (4 °C).

Paso 5. Ambas soluciones se mezclaron por inversion y se sometieron a centrifugacion
a 14,000 x g por 10 min para formar la pastilla de los acidos nucleicos totales, posterior
a la centrifugacion se decanto el sobrenadante.

Paso 6. Al precipitado o pastillas del tubo se le agregé 500 ul de la Solucién de Etanol al
70% fria (4 °C), se lavo la superficie del tubo por inversion y posteriormente se volvié a
centrifugar en las condiciones arriba descritas.

Paso 7. El sobrenadante se decanté nuevamente y el precipitado con el ADN total se

dejo secar a temperatura ambiente durante 12-14 h protegido del polvo y la luz directa.

3.4. Amplificacién de control del proceso de ADN total de las muestras de sangre.
3.4.1. Materiales bioldgicos

ADN total extraido de las muestras de sangre.

3.4.2. Soluciones

Agua grado biologia molecular.

Enzima Tag ADN polimerasa, con la Solucion buffer de amplificacion 10X y la Solucion
de 50 mM de MgCl2 (Invitrogen, No. cat.: 10966-030).

Solucién de dNTP’s a 10 mM de cada uno (c/u) (Thermo Scientific, Cat. no.: R0191)
Solucién del oligonucleétidos DOGCyB-For (GGAGTATGCTTGATTCTACAG)
(Invitrogen) a 100 uM.

Solucién del oligonucletétidos DOGCyB-Rev (AGAAGTGGAATGAATGCC) (Invitrogen) a
100 pM.

3.4.3. Equipos

Centrifuga

Termociclador

Vortex

Céamara de electroforesis
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Fuente de poder

Refrigeradora

Congelador

Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas

Incubadora a 55 °C

3.4.4. Procedimiento para la amplificacion de control del proceso de ADN total de
las muestras de sangre

Paso 1. Se afiadi6é 30 ul de Agua grado biologia molecular al precipitado de ADN total
obtenido en el paso 7 del procedimiento de la extraccién de ADN total y se incub6 a 55
°C por 10 min, posteriormente se mezclaron las soluciones en el vortex y se centrifugaron
para colectar en el fondo del tubo las soluciones de las muestras de ADN total
resuspendido en el agua.

Paso 2. En un tubo de tamafo adecuado, adicionamos los siguientes reactivos para

preparar la premezcla de las reacciones de PCR:

Reactivo: Concentracién: Volumen*: Concentracion final:
Agua grado biologia molecular No aplica. 90.75 pl No aplica.
Buffer de PCR 10 X 12.5 pl 1X

dNTP’s 10 mM c/u 1.35 pl 0.2mMclu
MgCl2 50 mM 5ul 1.5mM
Oligonucleotido DOGCyB-F 100 uM 1ul 0.8 uM
Oligonucleotido DOGCyB-R 100 uM 1ul 0.8 uM
Enzima Taq DNA polimerasa 5 U/l 1ul 0.05 u/pl
Volumen final e 1125pu e

* Para 12.5 muestras.

Paso 3. Se coloco 9 yl de la premezcla en un tubo de PCR (0.2 ml) y se le adiciond 1 pl
de la solucién con el ADN total de la muestra correspondiente, en el ensayo se incluyé
un control negativo (premezcla mas agua destilada).

Paso 4. Los tubos de PCR con las reacciones de amplificacion (10 pl) se colocaron en
el termociclador y fueron sometidos al siguiente perfil de temperatura para generar los

amplicones o productos de PCR del control de proceso.

e Desnaturalizacion 35 ciclos Extension
' inicial Desnaturalizacion  Alineamiento  Extension final
Temperatura 94 °C 94 °C 55°C 72°C 72 °C
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Tiempo 5 min 50s 25s 45 s 5 min
*Almacenamiento: 4°C

Universidad de Cuenca

Paso 5. Una vez concluido el proceso de amplificacion, a cada uno de los tubos se le
afnadio 3 pl de la Solucion Buffer de carga de ADN 6X, se centrifugaron para juntar ambas
soluciones, se mezclaron en el vortex y fueron sometidos a electroforesis en gel al 1.2 %

de agarosa-TAE tefiido con Bromuro de etidio (0.3 mg/ml).

3.5. Deteccion por electroforesis de los amplicones en gel de agarosa-TAE tefiido
con Bromuro de etidio

3.5.1. Materiales bioldgicos

Amplicones o productos de PCR.

3.5.2. Materiales quimicos y reactivos

Agarosa (Invitrogen, No. cat.: 16500-500).

Solucién buffer TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 1 mM de EDTA, pH 8.0) (Sigma, No.
cat.: T4661, A6283, EDS, S8045).

Solucién de Bromuro de etidio a 10 mg/ml (Sigma, No. cat.: E7637).

Solucién Buffer de carga 6X para ADN (60 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 6 mM de EDTA, pH
8.0, 0.3% de Azul de bromofenol, 0.3% de Xilencianol y 30 % de Glicerol) (Sigma, No.
cat.: T4661, 320331, EDS, S8045, B8026, X1426, G5516).

Solucién con el marcador de peso molecular de ADN (100 bp DNA ladder, Invitrogen,
No. cta.: 15628050).

3.5.3. Materiales de laboratorio y equipos

Micropipetas (10, 100 y 1000 ul)

Puntas para las micropipetas

Microtubos eppendorf de diferentes volimenes

Tubos de PCR

Vortex

Cémara de electroforesis horizontal

Horno de microondas

Balanza analitica

Potenciometro (pHmetro)

Transiluminador
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Fotodocumentador
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Computadora de escritorio

3.5.4. Procedimiento de electroforesis de los amplicones en gel de agarosa-TAE
tefiido con Bromuro de etidio

Paso 1. Se pes6 1.08 g de agarosa y se adicion6 a un matraz Erlenmeyer con 90 ml de
Solucion buffer TAE 1X, la agarosa se disolvid por calor con ayuda de un horno de
microondas.

Paso 2. Una vez disuelta completamente la agarosa en la solucion TAE se dejé enfriar y
se adiciond 3 pl de una Solucion de Bromuro de etidio a 10 mg/ml. Se mezclo
completamente, y la mezcla se vacio en el molde para el gel y se colocé inmediatamente
dos peines para formar dos filas de pozos.

Paso 3. Una vez gelificada la solucion de agarosa, el gel se coloc6 en la camara de
electroforesis horizontal y se adiciond la cantidad de Solucion buffer TAE 1X necesaria
para cubrir completamente el gel.

Paso 4. Posteriormente se cargaron los 13 pl (10 pl de la reacciéon de PCR mas 3 ul de
la Solucién buffer de carga para ADN 6X) de cada una de las muestras en cada pocillo
del gel, y en un de los pocillos de cada fila se coloco 6 uyl del marcador de peso molecular
de ADN (500 ng totales).

Paso 5. Concluido el cargado de las muestras y el marcador de peso, se colocé la tapa
de la camara de electroforesis y se conecto a la corriente eléctrica a un voltaje de 90 por
30 a 45 min.

Paso 6. Una vez separado o resueltos los productos de PCR, se visualizaron en el
transiluminador y con ayuda del fotodocumentador se tom6 una imagen del mismo.
Paso 7. Se consider6 como una amplificacion positiva la observacion de una banda de
aproximadamente 808 bp.

Todas las muestras (positivas) validadas con este ensayo fueron sometidas a la
deteccion de material genético de N. caninum tanto mediante el ensayo de PCR como
LAMP.
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3.6. Amplificacion del producto de PCR del patégeno (N. caninum)

3.6.1. Material bioldgico

Muestras de ADN total (Validadas con el control de proceso).

3.6.2. Materiales quimicos y reactivos

Enzima Tag ADN polimerasa, con la Solucién buffer de amplificacion 10X y la Solucién
de 50 mM de MgCl: (Invitrogen, No. cat.: 10966-030).

Solucién de dNTP’s a 10 mM de cada uno (c/u) (Thermo Scientific, No. cat.: R0191).
Solucién del oligonucleotido NcaNp21-For (CAGTCAACCTACGTCTTCT) (Invitrogen) a
100 pM.

Solucioén del oligonucleotido NcaNp6-Rev (GTGCGTCCAATCCTGTAAC) (Invitrogen) a
100 pM.

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

3.6.3. Materiales de laboratorio y equipos

Micropipetas (10, 100 y 1000 pl).

Puntas para las micropipetas.

Microtubos eppendorf de diferentes volumenes.

Tubos de PCR.

Vortex.

Microcentrifuga.

Termociclador.

3.6.4. Procedimiento para amplificacion del producto de PCR del patégeno (N.
caninum)

Paso 1. En un tubo de tamafio adecuado se adicionaron los volumenes necesarios de
cada uno de los siguientes reactivos para preparar la premezcla que se requirio para el

namero de muestras a ensayar, de acuerdo a lo siguiente:

Concentracion

Reactivo: Concentracion: Volumen: final-
Agua grado biologia molecular. No aplica. 89.5 ul No aplica.
Buffer de PCR. 10 X 12.5 ul 1X
dNTP’s 10 mM c/u 2.55 i 0.2 mM clu
MgCl2 50 mM 5l 2 mM
Oligo F NcaNp21-For 100 uM 1ul 0.8 uM
Oligo R NcaNp6-Rev 100 uM 1ul 0.8 uM
Enzima Taq DNA polimerasa 5 U/l 1ul 0.04 U/ul
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Volumen final e 1125 -
* Para 12.5 muestras.

Paso 2. La premezcla anterior se coloco en un tubo de PCR (9 pl) y se adicion6 1 ul de
la muestra de ADN total correspondiente. Se afiadi6 al ensayo un control negativo (Agua
grado biologia molecular y uno positivo (ADN total de N. caninum).

Paso 3. Las reacciones de PCR preparadas se colocaron en el termociclador para iniciar

el proceso de amplificacién de acuerdo al siguiente perfil de temperatura programado.

Etapa: Desnaturalizacion 35 ciclos Extensién
inicial Desnaturalizacion  Alineamiento  Extension final

Temperatura 94 °C 94 °C 55°C 72 °C 72 °C

Tiempo 5 min 30s 25s 45 s 5 min

*Almacenamiento: 4 °C

Paso 4. Una vez concluido el proceso de amplificacion, a cada uno de los tubos se les
adiciono 3 ul de la Solucion buffer de carga de ADN 6X, se centrifugaron y mezclaron en
el vortex. Estas muestras fueron sometidas a electroforesis en gel al 1.2% de agarosa-
TAE tefiido con Bromuro de etidio de acuerdo a lo descrito en la seccion 3.5, siguiendo
los pasos descritos (Seccién 3.5.4).

Se consider6 una amplificacién positiva la deteccion de un producto de PCR de

aproximadamente 328 bp.

3.7. Amplificacién del ADN de N. caninum mediante el ensayo LAMP

3.7.1. Materiales biolégicos

ADN total extraido de las muestras de sangre.

3.7.2. Materiales quimicos o reactivos

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

Buffer de amplificacion 10X (20 mM de Tris-HCI, pH 8.8; 10 mM de (NH4)2S04; 10 mM
de KCI; 2 mM de MgSO4 y 0.1% de Triton X-100) y enzima Bsm ADN polimerasa
(Thermo scientific, No. cat.: EP0691).

Solucion de Betaina 4 M (Sigma, No. cat.: 61962-50G).

Solucion de dNTP’s a 10 mM de cada uno (c/u) (Thermo Scientific, Cat. no.: R0191).
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Solucion del oligonucleotido FIP (Flc + F2)
(ACAGCCAAACACAACCCGACTCCATGAGGCCGGAGAATGAGA) (Invitrogen) a 100
MM.

Solucién del oligonucleotido BIP (Blc + B2)
(AAGGACAGGGTTGGGTATCGCGATGCCGCTCCTGAAGTC) (Invitrogen) a 100 uM
Solucién del oligonucleotido F3 (GGCTTCATGCGAGGTCTC) (Invitrogen) a 25 uyM
Solucién del oligonucleotido B3 (TCAGTGAGCGATGTCCTCC) (Invitrogen) a 25 uyM
Solucién del oligonucleotido LF (GAAGGAAGACACCTGGAAATCG) (Invitrogen) a 100
UM

Solucioén del oligonucleotido LB (GGAGCTGGGTTGCTGTGCTC) (Invitrogen) a 100 uM

3.7.3. Materiales de laboratorio y equipos

Universidad de Cuenca

Termociclador y/o bafio Maria
Tubos de PCR
Set de micropipetas (1 ml, 200 ul y 20 pl con puntas estériles)

3.7.4. Procedimiento de la amplificacién de ADN de N. caninum mediante el
ensayo de LAMP

Paso 1. Previo a realizar el ensayo de amplificacion LAMP se procedi6 a realizar un
control de proceso utilizando el ensayo PCR, para detectar ADN total, esto con el objetivo
de validar que el protocolo de extraccion de ADN de la sangre fue adecuado, utilizando
oligonucledtidos especificos para el perro y los otros reactivos antes mencionados
(Seccién 3.4.4, paso 2), y se siguio los pasos para la amplificacion del control de proceso
detallado anteriormente (Seccion 3.4.4, paso 1 al 5)

Paso 2. Posteriormente se realizé una premezcla para el ensayo de amplificacion LAMP
para deteccién de ADN de N. caninum con todos los reactivos antes descritos (Seccion
3.7.2) con el volumen requerido para el nimero de muestras a analizar (10 pl de volumen
final por reaccién) colocando en el siguiente orden los reactivos exceptuando las

muestras de ADN total:

Concentracién
Reactivo: Volumen de la

inicial: final: premezcla:
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Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 58.5 pl
Buffer de amplificacion 10X 10X 1X 12.5 ul
dNTP's 10 mM 1.4 mM 3.5 ul
Oligonucleétido FIP 100 uM 1.6 uM 2 ul
Oligonucleétido BIP 100 uM 1.6 uM 2 ul
Oligonucleétido F3 25 uM 0.2 uM 1 pl
Oligonucleétido B3 25 uM 0.2 uM 1 pl
Oligonucleétido LF 100 uM 0.8 uM 1
Oligonucledtido LB 100 uM 0.8 uM 1
Betaina 4 M 800 mM 25 ul
Volumen final e 107.5 ul

Paso 3. La premezcla preparada se llevé al vortex por 4 a 6 s, y fue colectada por
centrifugacion a 14,000 x g durantel5 a 20 s.

Paso 4. Se marcaron los tubos de PCR (200 ul) y se les coloco 8.6 ul de la premezcla y
se les adiciond 1 pl de la muestra de ADN total correspondiente.

Paso 5. Los tubos con las reacciones de amplificacion (9.6 ul) se colocaron en el
termociclador para la incubacién de esta premezcla con el fin de que suceda la
desnaturalizacion del ADN total y el alineamiento de los oligonucleotidos a la secuencia

diana de N. caninum a amplificar:

Paso: Desnaturalizacion: Alineamiento:
Tiempo: 5 min 5 min
Temperatura: 94 °C 4°C

Paso 6. Culminado este tiempo incubacion, se sacaron los tubos de PCR con las
reacciones (200 pl) del termociclador y se afiadio la enzima Bsm ADN polimerasa para

gue se suceda la amplificacion del material genético:

Reactivo: - .Concentraci(_ﬁn Volume_rl por
inicial: final: reaccion:

Enzima Bsm ADN polimerasa 8 U/ ul 0.32 U/ 0.4 pl

Volumen final: e e 10 pl

Paso 7.Posteriormente se sometio esta mezcla al proceso de extension e inactivacion
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en el termociclador o en el bafio Maria.
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Paso: Extension: Inactivacion:
Tiempo: 60 min 10 min
Temperatura: 60 °C 80 °C

3.8. Deteccion de los productos amplificados del ensayo LAMP mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE teilido con Bromuro de etidio

3.8.1. Materiales bioldgicos

Productos amplificados mediante el ensayo de LAMP

3.8.2. Materiales quimicos y reactivos
Agarosa (Invitrogen, Cat. no.: 16500-500)

Solucién buffer TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 1 mM de EDTA, pH 8.0) (Sigma, Cat.
no.: T4661, A6283, EDS, S8045)

Solucién de Bromuro de etidio a 10 mg/ml (Sigma, Cat. no.: E7637)

Solucién Buffer de carga 6X para ADN (60 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 6 mM de EDTA, pH
8.0, 0.3% de Azul de bromofenol, 0.3% de Xilencianol y 30 % de Glicerol) (Sigma, Cat.
no.: T4661, 320331, EDS, S8045, B8026, X1426, G5516)

Solucién con el marcador de peso molecular de ADN (Invitrogen, Cat no: 15628050)
3.8.3. Materiales de laboratorio y equipos

Micropipetas (10, 100 y 1000 ul)

Puntas para las micropipetas

Microtubos eppendorf de diferentes volumenes

Tubos de PCR

Vortex

Camara de electroforesis horizontal

Horno de microondas

Balanza analitica

Potenciometro (pHmetro)

Transiluminador

Fotodocumentador

Computadora de escritorio
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3.8.4. Procedimiento de la deteccion de los productos amplificados del ensayo

Universidad de Cuenca

LAMP mediante electroforesis en gel al 1.5% de agarosa-TAE tefiido con Bromuro
de etidio

Para la deteccion de los productos amplificados mediante electroforesis del ensayo
LAMP se utilizé el mismo procedimiento descrito en la seccion 3.5.4; difiiendo en la
concentracion del gel, en éste caso al 1.5%.

En el caso del ensayo LAMP se consideré muestra positiva aquella en la que se observo

el patrén de segmentos de ADN multimérico de N. caninum amplificado.

3.9. Analisis estadistico.

Con los resultados obtenidos de los ensayos de PCR y LAMP aplicados a las 100
muestras de sangre de perros para la deteccién de N. caninum, mediante el programa
SPSS se realiz6 el calculo de frecuencias acumulada y porcentajes. Para la comparacién
de ambos ensayos se utilizaron tablas de contingencia (Chi-cuadrado y F-Fisher).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Ubicacion geografica mediante coordenadas de las muestras tomadas
Durante el proceso de colecta de muestras de sangre periférica de perros, se logré
obtener un total de 100 muestras de animales residentes en parroquias rurales cercanas

a la ciudad de Cuencay la zona del camal municipal de ésta misma ciudad (Figura 1y

Anexo 1).
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Figura 1. Mapa de parroquias rurales de Cuenca y ubicacion geografica mediante

coordenadas de las muestras tomadas.

4.2. Ensayo de PCR del control de proceso

Al concluir la extraccion de ADN de las 100 muestras de sangre periférica de perros
tomadas en las zonas ganaderas aledafas a la ciudad de Cuenca indicadas en la Figura

1, se realiz6 un control de proceso para determinar si las muestras de ADN total eran
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viables o0 no para los ensayos de amplificacion y deteccion de material genético de N.

Universidad de Cuenca

caninum; como resultado obtuvimos en un primer intento 97 muestras positivas o
validadas y en el segundo intento las 3 restantes. Como ejemplo de lo observado en los
ensayos de amplificacion del control de proceso se muestra una imagen de una
electroforesis en gel de agarosa, en todas las muestras evaluadas se observa un
producto de aproximadamente 808 bp que corresponde al ADN de perro pero no asi en

la muestra correspondiente al control negativo (Ver Figura 2).

83 84 85 8 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97

) e— I G G S S— e ((— —— CH GE— C— GE—

98 99 100 (-)

Figura 2. Productos de amplificacion de la PCR del control de proceso.

Carriles del 1-24: Amplicones de las muestras de ADN total extraido de sangre total,
tamafio del amplicén de 808 bp; Carril (-), control negativo de la reaccion de PCR y Carril
MPM, Marcador de peso molecular de 100 bp, las bandas mas intensas corresponden a
600 bp y 2,072 bp.
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4.3. Ensayo de PCR para la deteccidn de material genético de N. caninum en las
muestras de sangre total

Con todas las muestras de ADN total validadas se realizé un ensayo de PCR para la
deteccion de ADN de N. caninum en las muestras de sangre de perro, dandonos como
resultado 2 muestras positivas (2%), como se puede observar en el ejemplo mostrado
en la Figura 3, en ella se muestra la presencia de un producto de PCR de

aproximadamente 320 bp, tamafio similar al observado en el control positivo.

L 12072bp

600 bp
320 bp

100 bp

Figura 3. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos en los ensayos para la
deteccion de material genético de N. caninum en muestras de sangre total.

Carril 52, muestra positiva a la deteccion de ADN de N. caninum; Carriles 57 y 66,
muestras negativas; Carril (+), Control positivo; Carril (-): Control negativo y Carril MPM:
Marcador de peso molecular de 100 bp, la bandas mas intensa corresponden a 600 bp
y 2,072 bp.
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4.4. Ensayo de LAMP para la deteccion de material genético de N. caninum en las
muestras de sangre total

De la misma forma se realiz6 un ensayo de LAMP para la amplificacién de ADN de N.
caninum en las 100 muestras de sangre de perro, como resultado se encontré 3 muestras
positivas. En la Figura 3 se observa como ejemplo dos muestras (Muestra 52 y 57) de
las 3 positivas, junto a una muestra negativa y los respectivos controles positivo y

negativo.

52 57 66 M (-)

100 bp

Figura 4. Electroforesis de los productos de amplificacion de ADN de N. caninum
mediante el ensayo LAMP.

Carriles 52 y 57: Muestras positivas; Carril 66, Muestra negativa; Carril (+), Control
positivo; Carril (-): Control negativo y Carril MPM: Marcador de peso molecular de 100
bp, las bandas mas intensas corresponden a 600 bp y 2,072 bp.
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4.5. Comparacion de los ensayos de PCR y LAMP mediante tablas de

contingencia.

De acuerdo a la distribucion de los resultados obtenidos con la aplicacion de los ensayos

de PCR y LAMP para la deteccion de material genético de N. caninum en las 100

muestras de sangre total de perros residentes en parroquias rurales cercanas a la ciudad

de Cuenca y en la zona aledafa al camal municipal de la misma ciudad, los resultados

del analisis estadistico con las tablas de contingencia muestran que no es posible

rechazar la hipotesis planteada (p = 0.651 y 0.500, respectivamente); ambas técnicas

moleculares muestran una capacidad similar para detectar material genético de N.

caninum. (Tabla 1)

Tabla 1. Distribucién de los resultados obtenidos con la aplicacion de los ensayos de

PCR y LAMP para la deteccion de material genético de N. caninum en 100 muestras de

sangre total de perros.

Ensayo / Resultado: PCR
Positivo T Total: Chi-cuadrado F-Fisher
Valor p (0,05)
Positivo 1 (1%) 2 (2%) 3 (3%) 0.651 0.5
LAMP
Negativo 1 (1%) 96 (96%) 97 (97%)
Total 2 (2%) 98 (98%) 100 (100%)
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CAPITULO V: DISCUSION

Los perros que habitan en las granjas en zonas ganaderas son considerados el factor
mas importante para completar el ciclo biologico y favorecer la propagacion de la
neosporosis (26), ya que al convivir muy de cerca con el ganado bovino estan propensos
a infectarse mediante la ingestion de restos biolégicos que contienen N. caninum, pueden
también propagar la infeccion a otros animales contaminando los pastos, concentrados
y agua de bebida mediante la liberacién de ooquistes en las heces, que pueden llegar a

ser alrededor de 500,000 cada vez que defecan.

En un estudio realizado en la provincia de Pichincha en la que se tomaron muestras
sanguineas tanto de perros como de vacas para el diagnéstico de N. caninum mediante
inmunofluorescencia indirecta se determiné que existe una mayor frecuencia de la
enfermedad en haciendas ganaderas que tienen perros comparado con las haciendas
gue estan libres de estos (38). En la misma provincia en el afio 2013 se reportaron casos
positivos a N. caninum en perros aparentemente sanos que no mostraban signologia,
siendo estos de una zona urbana en su mayoria, sin embargo, la prevalencia fue
relativamente baja (39). Por este motivo nuestro trabajo fue enfocado en los perros que
conviven con ganado y no muestran ningin signo de enfermedad, los resultados de
casos positivos obtenidos con los ensayos de PCR y LAMP son minimos, representan el

4% del total de las muestras evaluadas.

El diagnéstico con PCR y LAMP en las muestras de sangre obtenidas de perros
evaluados en nuestro estudio la identificacion de material genético de N. caninum se
observd en perros de 8.5 (+ 3.5) afios de edad, lo cual concuerda con el estudio de
Recalde realizado en el afio 2013, en el cual los resultados mostraron que los animales
seropositivos correspondian en su mayoria a animales gerontes, siendo estos animales
los mas susceptibles a padecer enfermedades porque su inmunidad comunmente baja

por el proceso natural de senescencia (39).

En la presente investigacion, al contrastar los resultados obtenidos con los ensayos de

PCR y LAMP en la deteccién de material genético de N. caninum en sangre total,
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estadisticamente no mostraron diferencias significativas, este resultado concuerda con
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el estudio de Mahittikorn et. al. (2017), en el cual encontraron 15 casos positivos de 396
muestras de sangre obtenidos de perro que conviven con ganado, no presentaron
discrepancia entre estos dos ensayos ya que ambas identificaron la parasitosis en los
mismos perros (26), al contrario con nuestros resultados positivos, en los cuales
obtuvimos un caso en PCR y pero negativo para LAMP, dos casos positivos para LAMP
y negativos para PCR y uno que fue comun para PCR y LAMP. Plutzer en el afio 2009
describe el porqué de estas variaciones, con nuestro primer caso cabe destacar una
caracteristica importante en LAMP, con el uso de 6 cebadores que reconocen 8 regiones
distintas, solo el gen diana es estricta y especificamente amplificada teniendo la
capacidad de discriminar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que pudo estar
presente en esta muestra positiva al PCR, pero negativa a LAMP. Adicionalmente, otra
caracteristica de LAMP es que tiene menores posibilidades de ser afectada por
inhibidores lo cual explicaria el caso de los negativos a PCR y positivos a LAMP (40).

Por otro lado, se ha demostrado también que LAMP es entre 10 a 100 veces mas
sensible a nivel analitico que la PCR convencional y es una herramienta valiosa y
beneficiosa en paises en desarrollo debido a su desempefio sin la necesidad de contar
con equipos avanzados o0 expertos para operarlo (6). Este ensayo se lo puede realizar
mediante bafio Maria a temperatura constante y no requiere de reactivos caros, por lo

tanto es una herramienta recomendada a nivel de campo.

Finalmente, es importante sefialar que en éste trabajo los procedimientos aplicados para
la colecta, transporte, conservacion, procesamiento y extraccion de material genético de
la sangre total de los perros fueron validados mediante la aplicacion de un control de
proceso, el cual debe realizarse antes o junto con los ensayos de PCR y LAMP. Es
importante aplicar un control de proceso que nos indique que en el transcurso de la toma
de muestras, almacenamiento y extraccion de ADN no ha existido contaminaciéon o
degradacion del material genético, garantizando resultados confiables de los ensayos
aplicados para la identificacion de un patdégeno.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES
Se concluye que los ensayos biomoleculares PCR y LAMP de manera similar son
capaces de diagnosticar N. caninum a partir de una muestra de sangre periférica de
perro.
Se obtuvo material genético de N. caninum en perros que conviven con ganado bovino
en las zonas rurales de la ciudad de Cuenca.
Todos estos animales estaban en una edad promedio de 8.5 (x 3.5) afios, por lo tanto se

los considera animales gerontes.

CAPITULO VII: RECOMENDACIONES
Para estudios posteriores se debe ampliar el nUmero de muestras, incluir otro tipo de
matrices como liquido cefalorraquideo o heces de animales que muestren signologia
compatible con neosporosis.
Considerar la comparacion de estos ensayos biomoleculares con otro tipo de pruebas

como cultivos y serologia.
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CAPITULO IX: ANEXOS

Anexo 1. Registro de toma de muestras, coordenadas, edad, sexo y resultados del

control de proceso, PCR y LAMP.

FECHA / COORDENADAS | CODIGO | EDAD | SEXO | CONTROL | PCR | LAMP
LUGAR (afios) DE ©)/(1) | (0)/(1)
PROCESO

17/8/2018 2°55'13"S 79°324"0 001 4 H + 0 0

BAROS 002 4 M + 0 0

003 2 M + 0 0

004 4 H n 0 0

005 14 M n 0 0

006 4 M T 0 0

007 5 M T 0 0

008 1 H T 0 0

009 1 M T 0 0

010 3 M T 0 0

SININCAY 2°52'5"S 79°0'15"0 011 1 H + 0 0

012 2 H T 0 0

013 3 H T 0 0

014 4 H + 0 0

2°52'5"S 78°59'58"0 015 3 M T 0 0

016 3 H T 0 0

017 3 M + 0 0

018 16 M T 0 0

019 7 H T 0 0

18/8/2018 2°56'24,63"S 020 12 M T 0 1

78°55'12,1040"0

SANTA ANA 021 5 H + 0 0

022 3,6 H n 0 0

023 3 H n 0 0

024 15 M n 0 0

24/8/2018 3°01'50"S 78°55'56"0 025 5 H n 0 0

QUINGEO 026 2 M + 0 0

027 5 M n 0 0

028 16 H n 0 0

029 1 M n 0 0

030 2 H n 0 0

25/8/2018 3°01'50"S 78°55'56"0 031 2 H T 0 0

QUINGEO 032 3 H T 0 0

033 8 H T 0 0

034 1 H T 0 0

035 0,6 M T 0 0

036 1 M n 0 0

037 16 M T 0 0

038 4 M T 0 0

039 2 M T 0 0

040 3 H T 0 0

041 5 M T 0 0

042 3 H T 0 0

043 1 H T 0 0

044 7 M T 0 0
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045 1 M + 0 0
046 5 M + 0 0
047 1,6 H + 0 0
048 5 M + 0 0
049 4 M + 0 0
050 5 M + 0 0
26/8/2018 2°57'4"S 78°55'56"0 051 9 M + 0 0
SANTA ANA 052 5 M + 1 1
053 0,9 M + 0 0
054 0,9 H + 0 0
055 1,6 H + 0 0
056 36 H + 0 0
057 7 H + 0 1
28/8/2018 2°59'7,659"S 058 4 M + 0 0
79°4'55,505"0
TARQUI 059 4 M + 0 0
060 1 M + 0 0
061 2 H + 0 0
062 7 M + 0 0
063 5 M + 0 0
064 5 M + 0 0
2°59'11,514"S 065 1,2 M + 0 0
79°4'51,997"0
066 10 M + 0 0
067 4 M + 0 0
068 12 M + 0 0
VICTORIA 3°4'48,66"S 069 3 M + 0 0
DEL 79°4'31,171"0
PORTETE
070 5 M + 0 0
3°4'27,897"S 071 9 M + 0 0
79°4'25,308"0
29/8/2018 2°48'38"S 79°0'5"0 072 5 M + 0 0
CHIQUINTAD 073 5 M + 0 0
074 0,8 M + 0 0
075 10 M + 0 0
076 10 M + 0 0
077 7 H + 0 0
078 05 M + 0 0
30/8/2018 2°56'13"S 79°2'46"0 079 1,6 H + 0 0
NARANCAY 080 2 H + 0 0
081 2 H + 0 0
082 4 H + 0 0
30/8/2018 2°51'39"S 78°58'45"0 083 7 H + 0 0
RICAURTE 2°51'40"S 78°58'46"0 084 6,8 M + 0 0
(CAMAL)
085 1,8 M + 0 0
086 8 H + 0 0
087 12 M + 0 0
088 10 H + 0 0
089 3 M + 0 0
090 11 M + 1 0
091 7 M + 0 0
092 6 H + 0 0
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*0 =muestras negativas a N. caninum
*1 =muestras positivas a N. caninum
*+ =Positivo a Control de Proceso

*. =Negativo a Control de Proceso
*H =Hembra

*M =Macho
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