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Resumen

En Colombia, se han reportado estudios de seroprevalencias de Neosporosis Bovina hasta
del 90% vy lesiones histopatoldgicas en fetos abortados provenientes de plantas de beneficio.
Se tiene como objetivo contribuir a la caracterizacion morfolégica y molecular de aislamientos
de Neospora caninum de fetos bovinos abortados en fincas con caracteristicas
epizootiolégicas de Neosporosis Bovina de Cundinamarca y Cesar. Se identificé mediante las
técnicas de histopatologia, inmunohistoguimica e inmunocitoquimica la presencia de N.
caninum en cerebros de fetos abortados. Posteriormente, se obtuvo aislamientos clonales del
protozoario en cultivos celulares. Fueron evaluados 6 fetos abortados, tejidos de dos terneros
fallecidos dias después de nacer, de una vaca adulta y una placenta. En los resultados de
necropsia e histopatologia se evidenciaron hemorragia, congestion y procesos autoliticos,
siendo el cerebro el 6rgano més afectado. De igual manera, se observaron quistes tisulares
en las muestras de tejido cerebral. Posteriormente, la presencia de N. caninum fue confirmada
mediante inmunohistoquimica e inmunocitoquimica en todos los cerebros de fetos abortados,
el cerebro de vaca adulta y placenta. En los aislamientos de N. caninum, se encontr6 efecto
citopatico a partir de las 24, 48 a 72 horas PI. Por su parte, el 100% de las muestras fueron
positivas a la prueba de gPCR.

En conclusién, la Neosporosis Bovina en Colombia es una enfermedad importante en el
ganado. Los estudios de aislamiento, la morfologia y la caracterizacién molecular contribuyen
a ampliar los conocimientos sobre esta enfermedad. Ademas, pueden ser el punto de partida
para los estudios que buscan establecer estrategias de control y prevencion, y el desarrollo

de técnicas estandarizadas para pruebas moleculares.

Palabras clave: Neosporosis Bovina, Neospora caninum, Aborto, aislamiento.



Abstract

In Colombia, Neosporosis Bovine seroprevalence studies have been reported. These studies
showed about 90% of seroprevalence. Another study reported the histopathology lesions of
aborted fetuses from slaughterhouses. The principal aim of this project is to contribute to the
morphology characterization and isolation molecular of Neospora caninum of bovine aborted
fetuses from two farmers of Cundinamarca and Cesar departments. Neospora caninum was
identifying though histopathology, immunohistochemistry and immunocytochemistry assays.

Then, this microorganism was isolate and cloned in cell cultures.

Six aborted fetuses, tissues of two calves died later days of birth, one tissues of adult cow and
a placenta were evaluated. Results of necropsy and histopathology showed hemorrhage,
congestion, autolysis, being the brain the most affected organ. Tissues cysts were observed
in brain tissues. Neospora caninum was confirmed in all brain samples of fetuses and adult
cow through immunohistochemistry and immunocytochemistry. On the other hand, in the
isolations of Neospora caninum, cytophatic effect was found between 24, 48 to 72 hours post
infections. gPCR analysis indicated that all brain samples were positive for N. caninum

In conclusion, the Neosporosis Bovine is a significant disease in cattle in Colombia. Isolation
studies, morphology and molecular characterization contribute to expand the insights about
this disease, and they can be the starting point for studies looking for establish strategies of

control and prevention. Finally, create of standardized molecular techniques.

Keyword: Neosporosis Bovine, Neospora caninum, Abort, isolation.



Xl

Contenido
ST U] 41T o T TSP PP PP UPPPPTRUPPPIN IX
N 01531 = V! TR X
CONEENIAOD ... XI
B U S e Xl
LISTA 0 TADIAS ...ttt e XVI
INEFOTUCCION ... 1
1. MArCO CONCEPLUAL ...ttt 3
1.1. Morfologia de NeoSPOra CaniNUIM...........coiuuiiriiiiee et e e e e ieeeees 4
1.2. Ciclo de vida y tranSmMISION. .......ccoieieiiiieiii e e 5
I TR Y To | o To 1 od 1 01 (o7 1= R 7
1.4. Estudios de Neospora caninum en el ambito internacional................ccccccoeeeniiiinnnee. 8
1.5.  Neospora caninum en Colombia. ...........ccooeii i 10
1.6. Bioensayos de NeOoSPOra CaniNUIM. .........uieiieeeriiieiiiiiiee e e eeeeeertiaae e e e e e e eeerrra e e e 13
1.7. Ensayos de aislamiento y caracterizaciéon de Neospora caninum en cultivos
Lo 0] == USSP 14
A 1Y/ 1= (o o [o] (o T - NP UUSRUPPPRRPPN 17
2.1. Criterios de inclusién y exclusion para el estudio de Neospora caninum............... 17
2.2. Evaluacion de lesiones macroscopicas y MiCroSCOPICAS. ........vvvvrrreeeeeeiiiirrereeeeanss 18
2.3. Deteccion Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica en cerebros y placenta........ 18
2.4. Obtencion de Neospora caninum a partir de cerebro de feto abortado.................. 19
2.5. Evaluacion de efecto citopatico y expansion del aislamiento clonal en la linea
Lo 0] = TV =T o TSP 19
2.5.1. Evaluacion inmunocitoquimica de células vero-infectadas. ............................ 20
P22 T B 1= (= To o o] T 4 g0 =Tt U =V 20
2.6.1. Evaluacion de métodos de extraccion de DNA y cuantificacion de producto de
EXITACCION. .. 20
2.6.2.  Aplicacion de la técnica PCR Convencional en productos de extraccion........ 22

2.6.3. Implementacion de la técnica de PCR en Tiempo Real en células Vero-
INFECLATAS. ... e 22



Xl

2.6.4. Cuantificacion de producto de PCR..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
2.7. Identificacidn de polimorfiSMO .........uuuiiiiiiiiice e 22
3. RESURAUOS ... 23
3.1. Evaluacion de lesiones macroscopicas y MiCroSCOPICAS .........cvvvreeeeeeeraiiieveeeeeeenns 23
3.2. Deteccion Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica en cerebros y placenta........ 36
3.3. Evaluacion del efecto citopético y expansion del aislamiento clonal en la linea
(o[ =T Y= o 43
3.3.1.  Evaluacién inmunocitoquimica de células vero-infectadas. ..............cccccevvee... 49
0 B 1= (= To o (o] a1 1 0] (=T U =V 52
3.4.1. Evaluacién de métodos de extraccién de DNA y cuantificacion de producto de
BXITACCION. i 52
3.4.2. Aplicacién de la técnica PCR Convencional en productos de extraccion
infectadas con Neospora caninum y Cuantificacion de producto de PCR..................... 54
3.4.3. Implementacion de la técnica de PCR en Tiempo Real en células Vero-
=T 01 7= T TN 55
DISCUSION . ... 57
Conclusiones Yy reCOMENACIONES. ......ccoeeeeieeeeee e 64
ST I O o3 010 = 64
V2 S {=ToTo ] 4[] T Fo T[] 0 1= 65

2] o] oo |-V - PP PO PRSPPI 66



X1

Figuras
FIGURA 1. CICLO DE VIDA Y TRANSMISION DE NEOSPORA CANINUM .......cccccoevviirieeereeiereenne, 6
FIGURA 2 NECROPSIA DE FETO O10517-12. ....ooiieeieeeeieeeeeeie ettt 24
FIGURA 3. HISTOPATOLOGIA DE CEREBRO DE FETO 010517-12. ...ooviueveiceeeereeeeseieeeesee e, 24
FIGURA 4. FETO ABORTADO 7 MESES. ... .ottt ettt ettt 25
FIGURA 5. HISTOPATOLOGIA DE CEREBRO DE FETO 020517-15. ....ovvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
FIGURA 6. FETO BOVINO ABORTADO 010617-16. ....cceeeteriieieeienienienieenieesie ettt eree e sne s 27
FIGURA 7. HISTOPATOLOGIA DE CEREBRO FETO 010617-16. ....c.ccevevereeeeeceeeeeeeeeseeeeesesiesee s, 27
FIGURA 8 FETO ABORTADQO OLO8L7-18. .....ociiieeiiieiieeeieesteesteesteesteesteesve e steesaveestaesnseesnsaesnsessnseesnsessns 28
FIGURA 9. RESULTADO DE HISTOPATOLOGIA DE CEREBRO DE FETO 010817-18.. ................... 29
FIGURA 10. FETO ABORTADQO DE 6 MESES. 010917-19. ....ccceeiiiiiieieeneeneet et 29
FIGURA 11. CORTES HISTOPATOLOGIA DE CEREBRO 010917-19.. ...cooviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 30
FIGURA 12.FETO BOVINO ABORTADO DE 3 MESES.. .....oo ittt sve e s saee s 31
FIGURA 13. RESULTADOS MICROSCOPICOS FETO ABORTADO 011217-20......cccccoeuveererrreeerernnne. 31

FIGURA 14. RESULTADOS DE HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE CEREBRO DE VACA ADULTA
FOSLT-05. e a e a et 32

FIGURA 15. RESULTADO DE HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE PLACENTA DE FETO BOVINO
ABORTADO 209177 .. ..ottt sttt st st st st et s n e s en e 33

FIGURA 16. RESULTADOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE CEREBRO TERNERO 10417-11.

..................................................................................................................................................................... 34
FIGURA 17. RESULTADOS DE HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE TERNERO 10517-15. ............ 35
FIGURA 18. INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO DE FETO

ABORTADO Q1051712 ...ociiiiiiiiieieteienterst ettt sttt st et sa e st a b saenes 36

FIGURA 19. INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO ABORTADO DE

FETO D20517-15. ..ottt st st e et a e n e nennens 37



XV

FIGURA 20 INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO DE FETO

ABORTADO OL0BL7-16....ccuiiiiiiiiiiiiiiisiiiieete sttt s b 38
FIGURA 21INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO DE FETO

ABORTADO OL08L7-18.....cuiiiieeiieieeeiterttere sttt sttt st ettt sa b st e sne e enes 39
FIGURA 22INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO DE FETO

ABORTADO OL0917-19.. .ottt st s s 40

FIGURA 23INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO DE FETOS
ABORTADOS 011217-20.. c.eeetiiueeeeieiesierieerenit ettt sttt sttt e et st bt ere e e et sae b saeene e eeenneseeanes 41

FIGURA 24 INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE CEREBRO VACA ADULTA

FIGURA 25 INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA DE PLACENTA 20917-7. ............... 42
FIGURA 26 EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 010517-12 EN CELULAS VERO...... 43
FIGURA 27 EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 020517-15 EN CELULAS VERO...... 44
FIGURA 28 EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 010617-16 EN CELULAS VERO.....45
FIGURA 29EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 010817-18 EN CELULAS VERO...... 46
FIGURA 30EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 010917-19 EN CELULAS VERO...... 47

FIGURA 31EXPANSION CLONAL DE NEOSPORA CANINUM 011217-20 EN CELULAS VERO......48

FIGURA 32 INMUNOCITOQUIMICA EN CELULAS VERO POST-INFECCION 010517-12. ................ 49
FIGURA 33INMUNOCITOQUIMICA EN CELULAS VERO POST-INFECCION 020517-15. ................. 49
FIGURA 34INMUNOCITOQUIMICA EN CELULAS VERO POST-INFECCION 010617-16. ................ 50
FIGURA 35INMUNOCITOQUIMICA EN CELULAS VERO POST-INFECCION 010817-18. ................ 50
FIGURA 36INMUNOCITOQUIMICA DE CELULAS VERO POST-INFECCION 010917-19. w..oevveverreerreerreasresnsesrennens 51
FIGURA 37INMUNOCITOQUIMICA DE CELULAS VERO POST-INFECCION 011217-20. ................ 51

FIGURA 38.VISUALIZACION DE AMPLIMERO 010517-12. AMPLIFICACION DE LA MUESTRA

NUMERO L. oottt sttt 54



XV

FIGURA 39CURVAS DE AMPLIFICACION DE PCR EN TIEMPO REAL DE CELULAS VERO-

INFECTADAS. ..o st sa bbb ae e res 56



XVI

Lista de tablas

TABLA 1. ESTUDIOS DE NEOSPORA CANINUM EN COLOMBIA........ccviitiiitiiiiin et 12

TABLA 2. MUESTRAS SELECCIONADAS PARA EL ESTUDIO

TABLA 3. METODOS DE EXTRACCION DE DNA DE NEOSPORA CANINUM .......oiiiiiiiiiiiiiieiiirireereee st 21



1|Pagina

Introduccion

Neosporosis Bovina es una enfermedad reproductiva causada por el protozoario Neospora
caninum. La enfermedad tiene como signo principal abortos, existen otras complicaciones
como reabsorcion fetal, repeticién de celos, muerte perinatal entre otras. En 1989 se reportan
los primeros aislamientos a partir de cerebro de perros y corddn espinal y su identificacion
mediante la inmunohistoquimica. A partir de este estudio se han desarrollado variedades de
aislamientos en el ambito mundial, identificando aislamientos en paises como Estados Unidos
(Dubey et al., 1988?), Espafia (Caspe et al., 2012), China (Hao et al., 2014), Jap6n (Yamane
etal., 1997), Brasil (Locatelli-Dittrich et al., 2004), Argentina (Campero et al., 2015), entre otros
paises.

Neospora caninum ha sido aislado de diferentes animales, tal como; vaca adulta, fetos
abortados, teneros infectados experimentalmente, caninos, asi como en ratones de
laboratorio, estos Ultimos han sido usados segun los estudios para obtener taquizoitos y como
indice para medir el grado de infectividad de los aislamientos de Neospora caninum. Estos
avances han permitido establecer estrategias para la prevencion de la enfermedad. Con base
en lo anterior, este estudio se basa en la evaluacién de cerebros de fetos abortados y el

aislamiento de N. caninum.

Los estudios de seroprevalencia realizados en Colombia, demuestra la presencia de
Neospora caninum en las fincas colombianas. Es importante profundizar en el conocimiento
epizootiolégico de esta enfermedad, es decir, la identificacion de todos los factores bidticos y

abidticos que influyen en el ciclo de vida y comportamiento de Neospora caninum.

La elaboracion de este trabajo buscé contribuir a la identificacion caracterizacion morfolégica
y molecular de aislamientos de Neospora caninum de fetos bovinos abortados en fincas con
caracteristicas epizootioldgicas de Neosporosis Bovina de Cundinamarca y Cesar. Para el
cumplimiento de este objetivo se tuvo como estrategia la identificacion morfolégicamente por

medio de las técnicas de histopatologia e inmunohistoquimica la presencia del parasito N.
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caninum en cerebros de fetos abortados en las fincas en estudio. Posteriormente, se obtuvo
aislamientos clonales de Neospora caninum en cultivos de células vero a partir de los cerebros
de fetos abortados. A los aislamientos obtenidos les realiz6 PCR en tiempo real y convencional

y la identificacion de microsatellites.

Los resultados obtenidos servirdn como base para el desarrollo de nuevos estudios en otras
regiones del pais, especificamente donde se reportaron seroprevalencias de la enfermedad.
Asi mismo, contribuir en la creacion e implementacion de medidas de prevencion, control de
la Neosporosis Bovina, también la creacion de protocolos de envio y remisién de fetos
abortados, tejidos de terneros o animales adultos y de suero. Las estrategias anteriores,
buscan disminuir los riesgos de aborto u otras complicaciones reproductivas, contribuyendo a
mejorar la salud de los animales, disminuir las muertes por pérdidas durante o después de la
prefiez, aumentar la produccion de leche y carne, y finalmente, reducir gastos y pérdidas

econémicas.

Por su parte, el conocimiento de Neospora caninum, es un aporte importante en los avances
cientificos del pais, ya que es posible la elaboracion de técnicas diagndsticas especificas para

la deteccién de la enfermedad en Colombia y para su adecuado tratamiento.

Finalmente, este estudio busc6 que Neosporosis Bovina sea parte del grupo de enfermedades
infecciosas reproductivas importantes en el ganado bovino. Actualmente, Unicamente Brucella
es de notificacion obligatoria, y los animales son vacunados contra las enfermedades
infecciosas abortivas tales como; Rinotragueitis Infecciosa Bovina, Diarrea Viral Bovina,

Leptospira spp y Parainfluenza3.
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1.Marco Conceptual

La Neosporosis es una enfermedad parasitaria causada por Neospora caninum, un
protozoario Apicomplexa intracelular obligatorio. Hacia el afio de 1984 fue descrito por primera
vez en un perro de Noruega (Bjerkas et al., 1984). En 1988, Dubey reconoci6 este parasito
como nueva especie después de encontrar taquizoitos predominantes en cerebro y cordén
espinal de perros. Adicionalmente, realiz6 la prueba de inmunoperoxidasa con suero anti-

Toxoplasma gondii y no se observo ninguna reaccion (Dubey et al., 1988a).

Esta patologia, genera gran impacto tanto en el &mbito productivo como reproductivo en el
ganado bovino, por la presentacion de abortos, momificaciones fetales, muerte neonatal,
nacimiento de crias débiles con sintomatologia o sin sintomatologia. Asi como, baja
produccion de leche, aumento de dias abiertos, repeticiones y descarte de animales de la
ganaderia. Neosporosis Bovina genera problemas representados en cuantiosas pérdidas
economicas tanto en ganado lechero como en carnico (Rodriguez et al., 2016; Campero et
al., 2015; Motta et al., 2014).

Por su parte, el ciclo de vida de N. caninum, se caracteriza por tener un hospedador
definitivo carnivoro, tal como perros, coyotes, dingos y lobos, siendo el perro el mas frecuente
(Wilson et al., 2016). Este hospedador cumple un papel importante en la transmisién
horizontal, ya que libera mediante los excrementos estadios infectivos al ambiente, que son
consumidos por los bovinos (Klauck et al., 2016), los cuales infectan a sus crias, llevandose
a cabo la transmisién vertical. Con relacion a lo anterior, se ha encontrado que en la
transmision vertical o transplacentaria hasta el 100% de las crias nacen infectadas con este
parasito (Wilson et al., 2016; Pessoa et al., 2016; Klauck et al., 2016; Kamali et al., 2014).

Existen otros géneros de Neospora como hughesi el cual afecta a caballos, ocasionando
problemas de tipo neuromuscular. Hacia el afio 2012, Reid et al., estudiaron y compararon las

estructuras de Toxoplasma y Neospora caninum Liverpool, encontrando similitudes
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morfologicas, sin embargo, se evidencio variabilidad en gran parte del genoma y en las

proteinas de superficie.

1.1. Morfologia de Neospora caninum.

El parasito Neospora caninum, posee estadios de taquizoitos, bradizoitos, quistes tisulares,
ooquistes no esporulados estos Ultimos se encuentran en el hospedador definitivo que al
eliminarse pasar al estado infectivo. Neospora al ser una Apicomplexa, posee estructuras
como conoide, que se encarga de sostener el citoesqueleto microtubular del parasito, también
posee los apicoplastos, plastido no fotosintético encerrado por 4 membranas. Poseen
micronemas que producen proteinas MIC implicadas en el reconocimiento y adhesién a célula
hospedadora. Las roptrias se encargan de producir proteinas ROP que impulsan del parasito
a la célula hospedadora. Los granulos densos producen proteinas GRA que son importantes
en la maduracion de la vacuola parasitéfora donde los parasitos se multiplican. Por su parte,
como en otras células, las Apicomplexa también poseen compartimentos necesarios para la
sintesis de proteina y transporte, incluyendo un ndcleo, reticulo endoplasmatico rugoso que
contindia a la envoltura nuclear, aparato de Golgi y mitocondria. En los bradizoitos, el nlcleo
estd mas hacia el lado posterior comparado con los taquizoitos. El quiste tisular contiene entre
50 a 200 bradizoitos, posee una pared (Jardine 1996; Dubey et al., 2017)

Las fases de taquizoitos y bradizoitos ocurren en el hospedador infectado, y los
esporozoitos son eliminados a través de la materia fecal del hospedador definitivo. Los
taquizoitos tienen forma de media luna, miden aproximadamente 2 por 6 micras, tiene un
ndcleo medial central y son ausentes de granulos de amilopectina, se caracterizan por tener
una division rapida dentro de las células, y pueden infectar células neuronales, renales,
endoteliales, miocitos, hepatocitos, macréfagos alveolares y trofoblastos de placenta. Por su
parte, los bradizoitos son de replicacion lenta en su estado de enquistamiento, asi pues,

forman un quiste tisular, el cual puede variar de tamafo dependiendo del numero de
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bradizoitos que contenga en su interior. Se ha encontrado que en perros un quiste tisular
puede medir alrededor de 107 micras de diametro y posee una pared de 4 micras de ancho.
Ademads, en fetos bovinos el quiste tisular se encuentra en cerebro, médula espinal y mide 50
micras de didmetro con una pared de 2.5 micras de grosor. Los bradizoitos adicionalmente
poseen un nucleo localizado, contienen pocos granulos de amilopectina. Se considera que N.
caninum persiste en el estado de bradizoitos en tejidos de vacas adultas. Asi pues, los
estadios de bradizoitos y taquizoitos pueden distinguirse por medio de la prueba de
inmunohistoquimica. Finalmente, el ooquiste se caracteriza por medir 10 por 12 micras, son
excretados por medio de la materia fecal de perros, la esporulaciéon ocurre cuando cada
ooquiste contenga dos esporoquistes y cada uno de estos contenga a su vez 2 esporozoitos
(Jardine, 1995; Dubey et al., 2017).

1.2. Ciclo de vida y transmision.

La Neosporosis Bovina posee un ciclo de vida heteroxeno (Figura 1) (Ghalmi et al., 2012).
En donde el bovino, como hospedador intermediario consume ooquistes esporulados
infectivos presentes en el pasto, alimento o agua de bebida (Klauck et al., 2016). Entonces,
se lleva a cabo la fase asexual donde se desarrollan los estadios de taquizoitos y bradizoitos.
Cuando se presenta una inmunosupresion los bradizoitos son liberados presentdndose una
activacion de la enfermedad (Klauck et al., 2016; Lépez et al., 2007). Adicionalmente, los
quistes tisulares y taquizoitos pueden afectar al feto via transplacentaria (Vargas y Cortés,
2001). Durante la prefiez, se presenta un aumento en la respuesta inmune con el fin de
combatir el parasito, en este proceso T helper 2 produce la activacion de varias citoquinas
como; Interleuquina 2, Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e Interferon gamma (IFN — gamma),
ademas de la produccién de Inmunoglobulina IgG 2. Asimismo, esta respuesta puede afectar
la implantacién fetal en etapas tempranas de la gestacion, ocasionando aborto (Hecker et al.,

2015). Lo anterior da origen a una transmision vertical o transplacentaria endégena. Sin
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embargo, el consumo de ooquistes esporulados en las etapas tardias de la prefiez, las crias
infectadas nacen sin 0 con sintomatologia, determinada por una transmision transplacentaria
exdgena. Estudios reportan que en la transmision transplacentaria hasta el 100% de las crias

nacen seropositivas a N. caninum (Pessoa et al., 2016; Kamali et al., 2014; Lépez et al., 2007).

La fase sexual de N. caninum se lleva a cabo en el canino como hospedador definitivo e
inicia cuando consume un feto bovino abortado contaminado con el parasito (Klauck et al.,
2016). Luego, el canino excreta los ooquistes al ambiente, los cuales esporulan
aproximadamente en los 3 dias siguientes, convirtiéndose en infectivos, estos ooquistes
poseen dos esporoquistes y 4 esporozoitos (Vargas y Cortés, 2001). Finalmente, se inicia la
transmisién horizontal cuando estas fases infectivas son ingeridas por los bovinos. Se ha

detectado la presencia de Neospora caninum en animales silvestres, aves, caballos, ovejas,

-
bufalos.
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Figura 1. Ciclo de vida y transmision de Neospora caninum (Benavides, et al., 2014)
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1.3. Signos clinicos

El aborto es uno de los signos de mayor presentacion de la Neosporosis Bovina. Por un
lado, se estima que la mayor ocurrencia de abortos esta entre el cuarto y sexto mes de la
gestacion (Pessoa et al., 2016; Kamali et al., 2014; Lépez et al., 2007; Zambrano et al., 2001).
Pero, pueden existir otras complicaciones durante la gestacién como: momificaciones fetales,
reabsorciones fetales e inclusive repeticion de abortos. Sin embargo, si el ternero nace puede
manifestar sintomatologia en aproximadamente los 5 dias posparto (Vargas y Cortés, 2001).
El caso contrario, el ternero puede nacer sin sintomatologia, pero con presencia del parasito,
llevando asi a la diseminaciéon de la enfermedad por varias generaciones. Asi pues, los
teneros que nacen manifiestan problemas a nivel neuromuscular, como ataxia, paralisis y

reflejos disminuidos (Wilson et al.; 2016; Lopez et al., 2007; Vargas y Cortés, 2001).
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1.4. Estudios de Neospora caninum en el ambito

internacional.

En los ultimos afios, se han reportado estudios de seroprevalencia en paises como
Argentina, Brasil, Canada, Eslovaquia e Iran. En Argentina, Canadd y Brasil, se implementé
la técnica de IFI indirecta, encontrando prevalencias de aproximadamente 9,7 %, 18,5% y
24% respectivamente (Wilson et al., 2016; Campero et al.,, 2015; Pessoa et al., 2015).
Rodriguez et al, 2016, realizaron la prueba de ELISA de Avidez — IgG, seguido de IFI indirecta,
con el fin de diferenciar la infeccién crénica de la aguda, determinando que los bovinos en
fase cronica tenian un nivel de avidez alto y dificilmente abortaban, por el contrario, los
bovinos de fase aguda, su indice de avidez era bajo, lo que aumenta el riesgo de aborto. Es
por esto, que los indices de avidez se han usado para observar la respuesta de anticuerpos
contra N. caninum (Rodriguez et al., 2016). En Irdn y Eslovaquia se utiliz6 la técnica de ELISA
indirecta, encontrandose prevalencias de 8,9% y 28,1% respectivamente (Spilovska et al.,
2015; Nayebzadeh et al., 2014). En Brasil, Eslovaquia y Canada se presentaron abortos, por
lo cual se realiz6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para su respectivo
andlisis, encontrando una mayor afectacion en Sistema Nervioso Central. Wilson et al, 2016
realizaron técnicas de histopatologia, inmunohistoquimica y PCR. Este ultimo, también fue
elegida en Brasil y Eslovaquia, donde se presentaron abortos (Pessoa et al., 2016; Spilovska
et al., 2015). Para Wilson et al, 2016 la técnica de PCR proporciona una mayor especificidad,
ya que es una buena alternativa para la identificacién del parasito, pero en bovinos sin
sintomatologia, la presencia de N. caninum no quiere decir necesariamente que sea la causa
del aborto (Wilson et al., 2016). A pesar de no tener un diagnéstico en la presencia de abortos
en estos estudios, se tuvo en cuenta las demas enfermedades que ocasionan aborto. Por
ejemplo, en Argentina, los bovinos fueron vacunados contra virus y bacterias, previo a la
realizacion del estudio (Rodriguez et al., 2016), similar a Brasil, en donde se tenia un sistema

de control para otras patologias reproductivas (Wilson et al., 2016). En Canadéa se implementé
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la técnica de IFI indirecta, Seroneutralizacidn, entre otras para descartar otras patologias que

pudieran interferir con la busqueda de N. caninum (Wilson et al., 2016).

Pessoa et al., 2016, determinaron que, en el estudio realizado, algunos de los bovinos
seropositivos sufrieron otras complicaciones como retencién de placenta, metritis, y hasta una

disminucion en la produccion de leche.
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1.5. Neospora caninum en Colombia.

En Colombia el primer reporte que se realiz6 fue en el 2001, donde Zambrano et al.,
reportan 54% de sueros positivos a N. caninum de 357 animales muestreados, bajo la técnica
de ELISA. Dos afios mas tarde en Sotaquira, Boyaca se encontré una prevalencia del 15,9%
en vacas Holstein de 88 animales (Andrade et al., 2003) posteriormente, Andrade et al, 2007
en Toca Boyaca hallaron que el 73% de las vacas eran positivas de 51 animales, estos
estudios se realizaron utilizando la técnica de ELISA indirecta (Andrade et al., 2007). Medellin
et al., en el 2017 evaluaron anticuerpo contra N. caninum con variables como tipo de
inseminacion, presentaciéon de abortos, distocias, muerte embrionaria, repeticién de celo,
presentacion de terneros nacidos débiles, Unicamente se evidencié una relacién con la
presentacion de distocia, relaciébn con la edad del bovino y la raza. Se encontré la
seroprevalencia de 45% de un total de 1000 animales analizados (Medellin et al., 2017). Hacia
el aflo 2007, en Fredonia Antioquia se encontré que el 39,9 % de los bovinos Holstein y el
2,0% de la raza Brangus, presentaban seropositividad a N. caninum de un total de 347
muestras (Lopez, et al., 2007). En el mismo afio, Oviedo et al., 2007 desarrollaron un estudio
donde encontraron que el 10,2% de seropositividad, de estos bovinos seropositivos el 10,76%
fueron casos de abortos, y un 9,7% vacas repetidoras, fueron analizados un total de 196
animales. En el 2016, Chaparro et al., mediante la prueba de ELISA indirecta, evidenciaron
una seroprevalencia de hasta el 37.1% en bovinos de ganado lechero pertenecientes a 29
hatos de la region norte de Antioquia, de 1003 animales muestreados. En el 2018, Llano, et
al., encontraron anticuerpos contra N. caninum en el 28,3% de los animales estudiados,
pertenecientes a 1038 animales de 31 fincas del oeste Antioquefio, mediante la
implementacion de la técnica de ELISA indirecta. En Pasto Narifio, en el afio 2013 se realiz6
un estudio utilizando la técnica de ELISA indirecta y ELISA para determinar anticuerpos 1gG
en los animales negativos a la ELISA indirecta, con el fin de dar un mejor resultado (Cedefio
& Benavides, 2013). En este estudio se determind una prevalencia de hasta el 76,9%, también

se presento el 2% de abortos de un total de 238 animales estudiados. En el Valle del Cesar
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se evidencié un 89% de 300 animales muestreados (Pefia, et al., 2012). En el 2015 en el
departamento, del Cérdoba se analizaron muestras se suero de 162 bovino, 28 caninos que
provenian de 28 fincas, se evaluaron sintomatologia y antecedentes de las fincas, asi como
los niveles de Sarcocystina. En 1995, Azumendi et al., determinaron la presencia de unatoxina
presente en Neospora caninum que puede reactivar la enfermedad en bovinos adultos
sometidos a factores de estrés, con base en lo anterior se encontraron tanto prevalencias
hasta del 74.7 % como presencia de la toxina hasta 151 Ul/L (Cardona at al., 2015). En
Sugamuxi Boyaca usaron ELISA indirecta evidenciaron una prevalencia de 57,5% en bovinos
de leche de 400 animales en total estudiados (Medellin et al., 2013). Otro de los estudios
realizados, fue en el Departamento del Caqueta donde los datos de prevalencia de
anticuerpos fueron de 12,5% provenientes de 7 predios, utilizando la prueba de ELISA
indirecta (Motta et al., 2014). Ademas de ELISA, se han implementado técnicas como IFI
indirecta, como en Sopé Cundinamarca, donde arrojo una prevalencia de 21,26% de un total
de 397 animales analizados (Garcia-Chaparro, et al., 2014) y en Oicata Boyaca, se encontro
una prevalencia de 2,8% de 228 animales estudiados (Carrillo et al., 2014). Oviedo et al.,
estudiaron 108 fetos mayores de 5 meses, de los cuales en el 27,8% se observaron lesiones

compatibles con la presencia de N. caninum (Oviedo et al., 2008) (tabla 2).
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Tabla 1. Estudios de Neospora caninum en Colombia.

Estudio Departamento Técnica usada Numero de animales Seroprevalencias
Zambrano et al., 2001 Cundinamarca ELISA 357 54%
Andrade, et al., 2003 Boyaca ELISA Indirecta 88 15,9%
Andrade, et al., 2007 Boyaca ELISA Indirecta 51 73%

Lopez, et al., 2007 Antioquia ELISA 347 39,9% Holstein
2% Brangus
Oviedo et al., 2007 Cérdoba ELISA 196 10,2%
Oviedo et al., 2008 Coérdoba Histopatologia 108 fetos 27,8
Pefia, et al., 2012 Cesar ELISA Indirecta 300 89%
Cedefio & Benavides, Pasto ELISA Indirecta 238 76,9%,
2013
Medellin et al., 2013 Boyaca ELISA indirecta 400 57.7%
Carrillo et al., 2014 Boyaca IFI indirecta 228 2,8%
Garcia-Chaparro, et al., | Cundinamarca IFI indirecta 397 21.26%
2014
Motta, et a., 2014 Caqueta ELISA indirecta 7 predios 12,5%
Cardona at al., 2015 Cérdoba ELISA Indirecta 162 bovinos, 28 74.7%, 50%
caninos
Chaparro et al., 2016 Antioquia ELISA Indirecta 1003 37.7
Medellin, et al., 2017 Boyaca ELISA Indirecta 1000 45%
Llano, et al.,2018 Antioquia ELISA Indirecta 1038 28,3%
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1.6. Bioensayos de Neospora caninum.

Dentro de los estudios sobre aislamiento se reportan los bioensayos utilizando ratones
como BALB/c (Al-Qassab et al., 2010; Hao et al., 2014, Okeoma et al., 2004, Walton, 2008),
Gerbils, KO, entre otros. Este método de bioensayo es una herramienta utilizada para medir
el grado de infectividad de los aislamientos de Neospora caninum (Al-Qassab et al., 2010;
Okeoma et al., 2004). Estos animales de experimentacion necesitan varias repeticiones de
dosis de infeccion con Neospora para asegurar el estudio, se recomiendan alrededor de 2
inyecciones de 2 a 4 mg de Neospora al animal. Asimismo, se le administra acetato
metilprednisolona (Dubey, 1992) seis dias antes y el dia cero de la inoculacién con 10 o mas
taquizoitos. Por lo cual, el grado de infeccidén ya sea aguda o crénica va a depender de las
dosis administradas de corticoides y nimero de taquizoitos (Dubey, 1992). Los animales son
inoculados bien sea via subcutanea o intraperitoneal con tejido cerebral de bovino o canino
infectado con Neospora caninum y sometido a digestion artificial (GoYdzik & Cabaj, 2007),
seguido de la inoculaciéon y manifestacion de sintomas de Neosporosis como hepatitis,
encefalomielitis y neumonia (Dubey, 1992). Al igual que se ha hecho con los caninos y
bovinos, el cerebro de los ratones infectados es cultivado y analizado bajo técnicas de

diagnostico como histopatologia e inmunohistoquimica.
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1.7. Ensayos de aislamiento y caracterizacion de

Neospora caninum en cultivos celulares.

El primer aislamiento in vitro de N. caninum reportado fue realizado por Dubey et al., 1988,
quienes cultivaron inicialmente el protozoario en monocitos y células endoteliales de aorta
pulmonar, posteriormente, estos fueron utilizados para infeccidon experimental en caninos
(Dubey, 1992). A partir de ese momento hasta la fecha se han conseguido diversidad de
aislamientos in vitro en paises como Australia, Estados Unidos, Espafia, China (Hao et al.,
2014), Corea (Kim et al., 2000), Italia, Jap6n, Nueva Zelanda, Suecia (Stenlund et al., 1997)
Suiza y paises de Latinoamérica como Brasil (Locatelli-Dittrich et al., 2004) (Gréfica 2) y
Argentina (Campero et al., 2015). Dicho lo anterior, el aislamiento del parasito se realiza a
partir de tejido cerebral infectado con N. caninum bien sea de fetos abortados, terneros
nacidos débiles hasta terneros infectados congénitamente sin sintomatologia. Estos cerebros
son extraidos asépticamente en el momento de la necropsia, una mitad es fijada en formol
bufferado para su respectiva histopatologia e inmunohistoquimica (Conrad et al., 1993;
Yamane et al., 1997). Por consiguiente, la otra mitad es sometida al proceso de digestién
artificial y procedimientos de filtracion para luego ser inoculados en cultivos celulares. Dentro
de los cultivos celulares que van a ser infectados con N. caninum se encuentran las células
endoteliales de aorta pulmonar bovina, células cerebrales de bovino, asi como células de
duodeno canino (Hemphill et al., 2009) y las lineas de células Vero, estas ultimas son las mas
utilizadas en los estudios de aislamiento de N. caninum. (Yamane et al., 1997). Los protocolos
de cultivos celulares para dichos estudios se utilizado bien sea MEM o RMPI como medios de
cultivo, con la adicion de farmacos como Penicilina, Gentamicina, Anfotericina para prevenir
contaminacién bacteriana o fangica de los cultivos. Adicionalmente, en cuanto a factores de
crecimiento celular se puede utilizar Suero Fetal Bovino o Suero de Equino Adulto (Conrad et
al., 1993; Yamane et al., 1997; GoYdzik & Cabaj, 2007). En los cultivos celulares es posible
obtener la fase de bradizoitos utilizando 6éxido nitrico como factor de estrés, lo cual induce de

la fase taquizoitos a bradizoitos (Al- Qassab et al., 2010).
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En el 2011, en Espafia evaluaron la proliferaciéon y la eficiencia de invasiéon de Neospora
caninum en cultivos de lineas celulares para comprender su virulencia. Asi pues, analizaron
10 aislamientos de aisladas en Espafia y una en Inglaterra, estas fueron aisladas en células
de riidbn de mono MARC -145, se analiz6 el proceso de internalizacion de los taquizoitos a las
células en un intervalo de 2, 4 y 6 horas pos-inoculacion. Se observo una variabilidad en la
fase exponencial, por lo cual la capacidad de proliferacion difiere entre los aislamientos. Para
este estudio se realizaron aislamiento en las lineas celulares, posteriormente bioensayos y

purificacién de taquizoitos (Regidor-Cerrillo et al., 2011).

En la actualidad se reportan alrededor de 20 a 25 aislamientos de Neospora caninum a
nivel mundial a partir de fetos abortados o terneros nacidos. Los primeros métodos de
caracterizacion consistian es comparar la presencia de anticuerpo de Neospora ya aislados
en otros paises con nuevos aislamientos, bajo la técnica de Inmunofluorescencia (Al-Qassab
etal., 2010; Hao et al., 2014, Okeoma et al., 2004; Walton, 2008), adicionalmente, esta técnica
se utiliza en el aflo 2000 para medir la reactividad con otros aislamientos de N. caninum y
otros antigenos como Toxoplasma (Hao et al., 2014). Ailos mas tarde, estudios de aislamiento
implementaron otras técnicas tales como; microsatélites (Al- Qassab et al., 2010; Hao, et al.,
2014; Campero et al., 2015), gen Nc5 (Hao et al., 2014), pequefia subunidad ribosomal (Hao
et al., 2014), PCRs (Hao et al., 2014; Campero et al., 2015). Nueva Zelanda (Okeoma et al.,
2004), secuenciacion y pruebas serolégicas como apoyo en la caracterizacion del parasito.
Dentro de los paises en los cuales se han hecho aislamiento in vitro se encuentra Australia,
Brasil, Corea, Estados Unidos, Espafia, Japon, Nueva Zelanda y Suiza. Como parte de la
caracterizaciéon se han utilizado los primers Np 6 y Np21 (Campero et al., 2015; Zhang et al.,
2007). Por su parte, se reporta la secuenciacion de la cepa de Neospora Liverpool de
Inglaterra por medio de SANGER (Reid, et al., 2012).

Segun Tibayrenc y Ayala, 2012 al obtener microorganismos clonales, se tiene menos
riesgo de heterogeneidad. Ademas, el uso de clones permite el estudio filogenético de
microorganismos, estudio de marcadores, polimorfismos. Asi pues, se evita la variabilidad
genética propias de aislamientos naturales, més si se considera que de acuerdo con Pérez-

Zaballos et al., 2005, N. caninum tiene capacidad de reproduccion asexual durante su estadio
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en el hospedador definitivo, lo que puede originar importante variabilidad genética en los

in6culos con que se infectan los hospedadores intermediarios.
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2.Metodologia

2.1. Criterios de inclusién y exclusion para el

estudio de Neospora caninum

Para este estudio se seleccionaron: fetos abortados, muestras de cerebro, pulmon, rifién,
higado, corazén, placenta y bazo provenientes de fetos abortados, terneros y vacas adultas
con sintomatologia nerviosa (Tabla 2). Se excluyeron muestras remitidas en un tiempo mayor
a 24 horas de la toma sin una adecuada conservacion. Todos los especimenes del estudio
fueron casos remitidos al laboratorio de la Fundacion Colombiana de parasitos provenientes
de fincas con problemas reproductivos durante los meses de mayo a diciembre del 2017.

Se analizaron tres fincas del departamento de Cundinamarca y una finca del departamento
del Cesar. Para su estudio se tuvo en cuenta los antecedentes y sintomatologia la vaca que
aborto, nimero de partos. Ademas, se tomaron datos como fecha de la presentacion de

aborto, edad del feto abortado, presencia de retencion placentaria y vacunacion.

Tabla 2. Muestras seleccionadas para el estudio.

Identificacién de la muestra Espécimen Regién proveniente *Método de conservacion
010517-12 Feto abortado 2 meses Cesar Refrigerado

020517-15 Feto abortado 7 meses Cundinamarca Refrigerado

010617-16 Feto abortado 6 meses Cundinamarca Refrigerado

010817-18 Feto abortado 7 meses Cundinamarca Refrigerado

010917-19 Feto abortado 6 meses Cundinamarca Refrigerado

011217-20 Feto abortado 3 meses Cundinamarca Refrigerado

10417-11 Ternero Cesar Tejidos formol bufferado
10517-14 Ternero Cesar Tejidos formol bufferado
10517-15 Vaca adulta Cesar Tejidos formol bufferado
20917-7 Placenta Cundinamarca Tejido refrigerado

*Las muestras refrigeradas fueron almacenadas en un tiempo menor a 24 horas.
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2.2. Evaluacion de lesiones macroscopicas Yy

microscopicas.

Se realiz6 como parte del protocolo para la identificacion de Neospora caninum, la
necropsia e histopatologia a fetos abortados, fueron tomadas secciones de rifién, pulmén,
corazén, bazo, higado, placenta y uno de los hemisferios del cerebro, estos tejidos se
almacenaron en formalina bufferado, luego fueron parafinados, cortados, fijados en laminas y
tefidos con hematoxilina-eosina. Se realizé al menos 5 cortes de cerebro para cada una de

las muestras de fetos bovinos abortados.

2.3. Deteccidn Inmunohistoquimica e

inmunocitoquimica en cerebros y placenta

Se implement? la técnica de inmunohistoquimica a secciones de tejidos de cerebro fijados
en laminas y una muestra de placenta y bajo el proceso de desparafinacion, adicionalmente,
se tomaron de cada cerebro de feto abortado al menos cinco cortes. Asi mismo, fue realizada
a muestras de citologia directamente del cerebro y sometido a digestion artificial. El
procedimiento se realiz6 de acuerdo con las especificaciones de Vectastain ABC-HRP kit
(peroxidase, Goat IgG) Catalog Number: PK-4005 (Vector Laboratories), como anticuerpo de
utilizara PAB-NC Anti-Neospora caninum Antiserum, Catalog 210-70-NC (VMRD) de acuerdo
con las especificaciones del fabricante y finalmente como substrato 3-amino -9-etilcarbazol

Marca DAKO, la informacion de su uso se obtuvo de las especificaciones del producto.
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2.4. Obtencion de Neospora caninum a partir de

cerebro de feto abortado

Para la obtencion de Neospora caninum se realizé el proceso de digestion artificial de cada
una de las muestras de cerebro de feto bovino abortado, se tomé como base el protocolo
descrito por GoYdzik & Cabaj, 2007. Se realizo la separacion de N. caninum por gradientes

de densidad usando Percoll, en base al protocolo reportado por McGuire, et al., 1997.

2.5. Evaluacion de efecto citopatico y expansion del

aislamiento clonal en la linea celular Vero

Como linea celular, fueron utilizadas las células Vero 8141, adquiridas en el laboratorio de
Farmacogenética del Cancer del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogota, a cargo del profesor Fabio Aristizabal. Para el cultivo celular se utilizé
el medio minimo esencial MEM con glutamina (GIBCO), gentamicina (34 microlitros/ 50 ml de
MEM) y suero fetal bovino al 10%, a 37°C con 5% de CO..

Para el proceso de expansion clonal, de las fases parasitarias obtenidas, se tomé de uno a
dos quistes tisulares obtenidos del proceso de digestion y fueron sembrados en cultivos de
células Vero en matraces de 25 T. Las muestras fueron incubadas a 37 grados centigrados,

con CO al 5% por 72 horas.
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2.5.1. Evaluacion inmunocitoquimica de células vero-infectadas.

Posterior a la infeccion de las células Vero, se tomaron aproximadamente 100 microlitros
del sobrenadante y fueron realizadas citologias por triplicado para la implementacion de la

prueba de inmunocitoquimica.

2.6. Deteccidon molecular

2.6.1.Evaluacion de métodos de extraccion de DNA y cuantificacién

de producto de extraccion.

Se realiz6 tripsinizacion para extraer toda la muestra incluyendo células que se encuentren
adheridas. Las muestras se centrifugaron a 1700 rpm por 10 minutos, se descart6 el
sobrenadante. Posteriormente, el sedimento fue lavado dos veces con buffer PBS estéril pH
7,5. Seguidamente, el sedimento fue re suspendido en 2 ml de PBS estéril. Separado por la
técnica de Percoll (McGuire, et al., 1997).

Se implementaron varias técnicas de extraccién de DNA con purificacion como la descrita
por Dubey, et al., 2017, mediante el uso de buffer de lisis con proteinasa K (20mg/ml) a una
temperatura de incubacion de 37 grados centigrados y purificacion con fenol-cloroformo-
Alcohol isoamilico y a una temperatura de 55 grados (Leineweber, et al., 2017) centigrados
y los tiempos de 2 hasta 20 horas, asi como cambios en las concentraciones de proteinasa k
de 20 mg/mly 10 mg/ ml y las cantidades de proteinasa k que variaba desde 6,25 microlitros

hasta 12 microlitros y 2 microlitros de ARNasa.

Se realiz6 el protocolo de extraccién implementado en el Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional, utilizando CTAB 2% con y sin proteinasa K, y purificacion de la muestra
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con cloroformo- alcohol isoamilico, en este procedimiento se utilizé la técnica de disrupcion
mecanica utilizando en diferentes ensayos de bead beating : perlas de zirconio de 2mm, 1 mm
y arenilla de vidrio de 0,1 mm, a esto se adicionaron ciclos de congelacién y descongelacion
a temperaturas extremas con el fin de facilitar el rompimiento de las membranas de los
parasitos. Se realizé la cuantificacion por fluorometria (Fluorometer Qubit TM Invitrogen) y
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, a 100 voltios durante 30 minutos.

Tabla 3. Métodos de extraccién de DNA de Neospora caninum

Purificacion de la
Protocolo muestra Reactivos Temperatura Tiempo
ciclos congelacion a -
20°C 24 horasy 11
ciclos de congelacién
ruptura mecanica con arenilla y descongelacion a
vidrio estéril no no 37°C 24 horas
Ruptura mecanica con perlas de congelacién a -20 /15
zirconio estériles. disruptor 3 min y descongelacion
ciclos no buffer TE 1x 37°C /15 min 2 horas
Sonicacion no Buffer PBS - 1 hora
Cloroformo- alcohol
isoamilico (protocolo
Calor IBUN) MEM 100°C 15 minutos
Calor no MEM 100°C 15 minutos
500 microlitros Buffer de
Cloroformo- alcohol lisis + 100 microlitros
Isoamilico (protocolo | proteinasa k (20mg/ml)
Ruptura enzimatica IBUN) (Dubey, et al., 2017) 37°C 1 hora
500 microlitros Buffer de
Cloroformo- alcohol lisis + 10 microlitros
Isoamilico (protocolo | proteinasa k (20mg/ml)
Ruptura enzimética IBUN) (Dubey, et al., 2017) 55°C 20 horas
500 microlitros Buffer de
lisis (Dubey, et al., 2017)
Ruptura enzimdtica + disrupcién | Fenol -Cloroformo- + 10 microlitros
3 ciclos alcohol Isoamilico proteinasa k (20mg/ml) 37°C 12 hora
Buffer de lisis +
proteinasa k (10mg/ml)
(protocolo de Instituto de
Ruptura enzimatica + disrupcién | Cloroformo puro Genética de Universidad
3 ciclos grado molecular Nacional) 55°C 1 hora
300 microlitros Buffer
Ruptura enzimdtica + disrupcién | Cloroformo puro CTAB 2% + proteinasa k
3 ciclos grado molecular (20mg/ml) 57°C 1 hora
Buffer de lisis (protocolo
de Instituto de Genética
Ruptura enzimatica + disrupcion | Fenol -Cloroformo- | de Universidad Nacional)
4 ciclos alcohol Isoamilico + RNAsa 55°C 12 hora
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2.6.2. Aplicacion de latécnica PCR Convencional en productos de

extraccion.

Se realiz6 PCR convencional siguiendo lo descrito por Regidor-Cerrillo, et al., 2006. Se
utilizo kit de PCR de Bioline.

2.6.3. Implementacioén de la técnica de PCR en Tiempo Real en células

Vero-infectadas.

Se utilizé el kit LightCycler 480 SYBR Green | Master de Roche. Por su parte, los primers
utilizados fueron NP21 plus y NP6 Plus (Muller et al., 1996), disefiados por Biosearch

Technologies. El protocolo de PCR utilizado fue el descrito por Regidor-Cerrillo et al., 2006.
2.6.4. Cuantificacién de producto de PCR

Se realiz6 la cuantificacion por fluorometria (Fluorometer Qubit TM Invitrogen) y

electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, a 75 voltios durante 1 hora.

2.7. ldentificacion de polimorfismo

Fueron seleccionados 7 microsatellites; MS4, MS5, MS6A, MS7, MS8, MS10 y MS12
reportados por Regidor-Cerrillo et al., 2013. Se realiz6 PCR convencional segun, Regidor-
Cerrillo et al., 2006.
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3.Resultados

Las fincas de Cundinamarca y Cesar eran fincas de explotacion semi extensiva. Las vacas se
encontraban desparasitadas y vacunadas contra Diarrea Viral Bovina, Rinotraqueitis
infecciosa Bovina, Parainfluenza 3, Serovares de Leptospira y Virus Sincitial Respiratorio
Bovino, y Brucella de notificacion obligatorio (Resolucion 7231 de 2017 - ICA). Las fincas
tenian antecedentes de abortos sin aparente sintomatologia en la mayoria de los casos.

En el laboratorio de la Fundacion Colombiana de Estudios de Parasitos, fueron evaluados 6
fetos entre los 2 a 7 meses, una placenta, y tejidos en formol bufferado de dos terneros que
presentaron ataxia y convulsiones, y mueren dias después. Del mismo modo, llegan tejidos
en formol bufferado de una vaca adulta, la cual aborté y presentd sintomatologia nerviosa,

posteriormente muere.

3.1. Evaluacion de lesiones macroscopicas Yy

microscopicas

1. 010517-12

Se remitié feto abortado de dos meses de gestacién. El aborto se presenté en el primer
parto y no se reportd alguna sintomatologia. En la necropsia se observdé hemorragia
subcutanea, hemotoérax, hemoperitoneo, atriquia, los tejidos presentaron una consistencia

friable. Los tejidos presentaron autolisis avanzada (figura 2).

En lesiones microscopicas se observaron los tejidos presentaron autolisis avanzada. En
cerebro se observé congestion de vasos sanguineos, hemorragia focal edema, gliosis y

presencia de quistes tisulares (figura 3).
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Figura 2 Necropsia de feto 010517-12. Feto de 2 meses. Presencia de hemotérax, hemorragias
generalizadas y ausencia de pelo.

Figura 3. Histopatologia de Cerebro de feto 010517-12. Cerebro de feto abortado, se observa presencia de
edema, lisis celular, 40 X H&E.
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2. 020517-15

Remitido feto abortado de 7 meses de gestacion de una vaca de primer parto. En la necropsia
de observé presencia de petequias, edema subcutdneo, hemotérax, hemoperitoneo, bazo
aumentado de tamafo, higado de consistencia friable, pulmones con hemorragias con
distribucién focal, en rifion friable y finalmente, corazén con hemorragia y edema en pericardio

(Figura 4).

Fueron evaluados; miocardio, rifién, pulmén, bazo, higado, cerebro, cerebelo y tallo
encefdlico, se hallaron lesiones microscépicas en cerebro, se observd vasos sanguineos
congestionados, edema perivascular. Los tejidos fueron morfol6gicamente normales (Figura
5).

Figura 4. Feto abortado 7 meses. Congestion y presencia de liquido sanguinolento en cavidades de torax y
peritoneo
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Figura 5. Histopatologia de cerebro de feto 020517-15. A. presencia de lisis celular, 40x H&E. B. Hemorragia y
lisis celular 100x, H&E.

3. 010617-16

Remitido al laboratorio FUNCEP, feto abortado de 6 meses. En la necropsia de observo
presencia de liquido sanguinolento en cavidad toracica y peritoneal. Cerebro, pulmén,
corazon, higado, bazo y rifidn de consistencia friable y congestionadas, también se observé
atriquia (Figura 6).

En los hallazgos microscépicos, se observé en las paredes de los alvéolos y en la luz de los
pasajes aéreos exudado caracterizado por la infiltracion de abundantes polimorfonucleares
neutrofilos y algunas células plasmaticas. En cerebro se observaron vasos sanguineos con
distencion de la luz por congestion e hiperemia, y en la pared de algunos vasos,
particularmente en la corteza cerebral present6 una ligera infiltracion de linfocitos y gliosis de
microglia que, aparentemente presento citoplasmas vacuolados que contenian granulos —
basofilos (Figura 7). En contraste, en el miocardio, rifion, bazo, higado no presentaron

lesiones microscopicas.
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Figura 6. Feto bovino abortado 010617-16. Feto abortado de 6 meses. Presencia de liquido sanguinolento en
cavidad toracica, se observo atriquia.

Figura 7. Histopatologia de cerebro feto 010617-16. A. Congestién de vasos sanguineos y edema perivascular,
40x, H&E. B. Congestion de vasos sanguineos y lisis celular, 100x, H&E.
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4. 010817-18

Feto abortado de 7 meses de gestacidn. En la evaluacibn macroscopica de observd
congestion de 6rganos, edema subcutaneo, gran cantidad de liquido sanguinolento en

cavidades (Figura 8).

En los resultados de microscopia, se evalu6 tejido cerebral, encontrando cogestion de vasos
sanguineos, edema y gliosis (figura 9). En los érganos pulmén, corazon, higado, bazo y rifién

no se evidencio lesiones microscépicas.

Figura 8 Feto abortado 010817-18. Presencia de hemorragia y congestién generalizada.
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Figura 9. Resultado de histopatologia de cerebro de feto 010817-18. A. Lisis celular, congestion y
edema, 100x, H&E. B. congestion y edema 40x, H&E.

5. 010917-19

Se remitié al laboratorio un feto abortado de 6 meses. En la necropsia, observé atriquia,
edema subcutaneo, pulmén, higado, rifibn, bazo y cerebro congestionados, presencia de
hemotérax y hemoperitoneo (Figura 10).

En los hallazgos microscépicos, se observé procesos autoliticos en cerebro, corazén, pulmon,
higado, bazo y rifién, en dichos 6rganos no se encontraron lesiones microscopicas a
excepcion del cerebro, en el cual se evidencio congestion de los vasos sanguineos, edema y

aparentemente gliosis.

Figura 10. Feto abortado de 6 meses. 010917-19. Presencia de liquido sanguinolento en cavidades, Atriquia y
hemorragias subcutaneas.
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Figura 11. Cortes histopatologia de cerebro 010917-19. A. Congestién de vasos sanguineos, 100x, H&E. B.
Edemay lisis celular.

6. 011217-20

Se remitio al laboratorio feto abortado de 3 meses. En la necropsia de observé atriquia, edema
subcutaneo. Cavidad toracica y peritoneal con presencia de liquido sanguinolento. Se observo
cerebro, pulmén consistencia friable, hemopericardio, higado aumentado de tamafio,
esplenomegalia, rifion friable. Congestion generalizada (Figura 12).

Se observé que todos los tejidos evaluados presentaban autolisis, lo cual no permitié hallar
lesiones microscopicas. Sin embargo, en cerebro se pudo observar congestion de vasos
sanguineos, edema perivascular, lisis celular y quistes tisulares (Figura 13).
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Figura 12.Feto bovino abortado de 3 meses. Presencia de liquido sanguinolento en térax y peritoneo. Atriquia
y hemorragias subcutaneas.

Figura 13. Resultados microscopicos feto abortado 011217-20. A. congestion de vasos sanguineos, autolisis.
B. presencia de quiste tisular, autolisis y hemorragia.
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7. 10517-15

Se evallan tejidos de vaca adulta que fallece dias después de abortar un feto de 6 meses,
presentd sintomatologia nerviosa. No se evidenciaron lesiones microscopicas en corazon,

pulmén, higado, bazo y rifidon. En cerebro se observé congestion de vasos sanguineos,

edema, gliosis, presencia de células proinflamatorias (Figura 14).

Figura 14. Resultados de hallazgos microscépicos de cerebro de vaca adulta 10517-15. A. congestién de
vasos sanguineos, hemorragia localizada, edema, lisis celular. 40x, H&E. B. congestion de vasos sanguineos y
gliosis,40x, H&E.

8. 20917-7

Llega al laboratorio placenta de un feto abortado (Figura 15). Se examinaron diferentes
cortes de placenta. Se observaron cambios autoliticos, sin embargo, se evidencias detritus
celulares y regiones necréticas. Asi mismo, se observé mdltiples estructuras cocobacilos
extracelular y dentro de macréfagos, por lo cual se realiza la coloracién de Gram. Dichas
estructuras eran de gran tamafio y fueron negativos a la coloracién de Gram, posteriormente,
se realizé la prueba de inmunohistoquimica.
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Figura 15. Resultado de hallazgos microscoépicos de placenta de feto bovino abortado 20917-7. Autolisis, quiste
tisular de Neospora caninum (flecha roja). 100x, H&E.

9. 10417-11

Lleg6 al laboratorio tejidos de ternero, que presentd ataxia, dificultad para incorporarse y
convulsiones, dias después muere. En los hallazgos microscopicos se observé en cerebro
vasos sanguineos congestionados, gliosis, edema, hemorragias y presencia de quistes
tisulares (Figura 16).
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Figura 16. Resultados hallazgos microscoépicos de cerebro ternero 10417-11. A. congestion de vasos

sanguineos, edema, 20x, H&E. B. Quiste tisular, autolisis, 100x, H&E.

10.10517-15

En mes de mayo del 2017, ternero que nace a término con dificultad para incorporarse y
episodios de convulsion, muere dias posteriores. En los hallazgos microscoépicos, se
evidencio en miocardio multiples quistes de forma redondeada y oval en citoplasma de
células cardiacas con presencia de granulacion basdfila, se identificé aproximadamente 17
parasitos por campo Optico de 100x. En cerebro se observa presencia de quistes tisulares
de gran tamafio, ademas congestion de vasos sanguineos y hemorragias focales (Figura
17)
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Figura 17. Resultados de hallazgos microscopicos de ternero 10517-15. A. congestion de vasos sanguineos,
edema, hemorragias focales., 20X, H&E. B. Quiste tisular, 100X, H&E.
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3.2. Deteccion Inmunohistoquimica e

inmunocitoquimica en cerebros y placenta

1. 010517-12

é N
' ' i B

s 8

v

»

. TXR

‘ ”‘.

Figura 18. Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro de feto abortado 010517-12. A. Quiste de
Neospora caninum y presencia de detritus de células cerebrales, método de frotis directo en lamina. 100 x, H&E.
B. Quiste de Neospora caninum, método de digestion artificial y frotis directo en lamina. 100 X, H&E. C. Quiste
tisular en tejido fijado-desparafinado, 100X, H&E.
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2. 020517-15

Figura 19. Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro abortado de feto 020517-15. A. Dos quistes
tisulares, método tejido fijado-desparafinado, 100X, H&E. B. Quiste tisular dentro de citoplasma de célula, método
de frotis directo en lamina, 100X, H&E. C. Ruptura de quiste tisular, método tejido fijado-desparafinado, 40X, H&E.
D. Quiste tisular de gran tamafio, método de digestion artificial y frotis directo en lamina, 100X, H&E.
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3. 010617-16

Figura 20 Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro de feto abortado 010617-16. A. Invasién de
Neospora caninum a célula neuronal, método de tejido fijado-desparafinado, 40X, H&E. B. Quiste tisular, método
de frotis directo en lamina, 100X, H&E
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4. 010817-18

Figura 21Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro de feto abortado 010817-18. A. Ruptura de
quiste tisular, método de tejido fijado — desparafinado, 100X, H&E. B. Quiste tisular, método de frotis directo en
lamina, 100X, H&E. C. Quiste de Neospora caninum método de digestion artificial y frotis directo, 100X, H&E.
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5. 010917-19

Figura 22Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro de feto abortado 010917-19. A Ruptura de
quiste tisular, liberacion de bradizoitos, método de tejido fijado- desparafinado, 40X, H&E. D. Liberacién de
bradizoitos por ruptura de quiste, método de tejido fijado-desparafinado, 100X, H&E. D. Quiste de Neospora
caninum, método de digestion artificial y frotis directo, 100 X, H&E.
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6. 011217-20

Figura 23Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de cerebro de fetos abortados 011217-20. A. Ruptura de
quiste tisular, método de digestién artificial y frotis directo en lamina, 100X, H&E. B. Bradizoitos después de ruptura
de quiste, método de frotis directo en lamina, 100 X, H&E. C. Presencia de quiste, en método de tejido fijado-
desparafinado, 100X, H&E. D. presencia de quiste tisular en muestra fijada -desparafino, 100X, H&E.

7. 10517-15

Tejido Fijado Tejido Fijado Telido Filado

Figura 24 Inmunohistoguimica e Inmunocitoquimica de cerebro vaca adulta 10517. Presencia de estructuras
marrones compatibles con la presencia de Neospora caninum, método de tejidos fijados-desparafinados, 40X,
H&E.
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8. 20917-7

Digestion artificial Tejpdo fijado

Figura 25 Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de placenta 20917-7. A. Gran quiste tisular de N. caninum,
método de digestion artificial y frotis directo, 100X, H&E. B y C. Quistes y bradizoitos, método de tejido fijado-
desparafinado, 40 X, H&E.
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3.3. Evaluacion del efecto citopatico y expansion del

aislamiento clonal en la linea celular Vero

Se realizd la infeccion a células Vero con una confluencia mayor al 70%. Inicialmente se
detecto la internalizacién de N. caninum en el citoplasma de las células en aproximadamente
20 minutos post-infeccion. Adicionalmente, se observaron las células a las 24, 48 y 72 horas.
Se obtuvo una mayor visualizacion de invasion en citoplasma celular entre las 48 y 72 horas

con formacion de quistes de gran tamafio.

1. 010517-12

Figura 26 Expansion clonal de Neospora caninum 010517-12 en células vero 010517-12. Ay B. Invasion de
citoplasma de la célula, formacion de la vacuola parasitofora. a las 48 horas, 20x citotoxicidad por efecto citopatico.
CyD. Efecto citopatico marcado y perdida de la morfologia de las células vero, 72 horas post-infeccion, 20x
microcopia invertida.
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2. 020517-15

Figura 27 Expansion clonal de Neospora caninum 020517-15 en células vero. A. Quiste en formacion (flecha
roja), perdida de la morfologia de las células vero, 48 horas post-nfeccion 20x. B. Quiste pequefio (flecha roja),
invasion de citoplasma de las células vero, 48 horas post-infeccién. 20x C. Formacién de vacuola parasitofora, 72
horas post-infeccion (flecha roja), invasion de citoplasma de células vero.20X D. Quiste en formacion (flecha roja),
perdida de la morfologia de las células vero, 72 horas post-infeccién 20X citotoxicidad por efecto citopatico.
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3. 010617-16

Figura 28 Expansion clonal de Neospora caninum 010617-16 en células vero. A. Formacién de vacuola
parasitofora después de internalizacion citoplasmatica (flecha roja), perdida de la morfologia de las células vero.
48 horas post-infeccién 20X. B. Internalizacion citoplasmatica de las células vero (flecha roja). 48 horas post-
infeccién 20X. C. Efecto citopatico de las células vero por invasion parasitaria (flecha roja), 72 horas post-infeccion
20X. D. Formacion de quiste de gran tamafio (flecha roja), cambios en la morfologia de las células vero, 72 horas
post-infeccién, 40X. citotoxicidad por efecto citopatico.
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4. 010817-18

Figura 29Expansion clonal de Neospora caninum 010817-18 en células vero. Ay B. Invasion citoplasmética de
Neospora caninum en gran cantidad de células vero (flechas rojas), a las 48 horas post-infeccion. 20X C. Quiste
en formacién (flecha roja), 20X, 27 horas post-infeccién. C. internalizacién de Neospora caninum en células Vero
(flecha roja), perdida de la morfologia de las células vero. Efecto citopatico, 72 horas post-infeccion 20X.

citotoxicidad por efecto citopatico.
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5. 010917-19

Figura 30Expansion clonal de Neospora caninum 010917-19 en células vero. A. Gran invasion de citoplasma
de células vero (flecha roja) con pérdida de la morfologia celular, posible inicio de formacién de quiste tisular. 48
horas post-infeccion, 10X. B. perdida de la morfologia de las células vero por invasiéon de Neospora caninum,48
horas post-infeccién 10X. C. Formacién de quistes (flecha roja), efecto citopatico, 72 horas post-infeccion 20x. C.
Marcado efecto citopatico y formacién de quiste (flecha roja), 72 horas post-infeccion, 20X. citotoxicidad por efecto
citopatico.
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6. 011217-20

Figura 31Expansion clonal de Neospora caninum 011217-20 en células vero. A. Invasion citoplasmatica,
formacioén de vacuola parasitofora (flecha roja), 48 horas post-infeccion, 20X. B. Formacion de quiste (flecha roja),
invasion citoplasmatica y perdida de la morfologia de las células vero, 48 horas post-infeccion, C. Efecto citopatico
(flecha roja), perdida de morfologia celular. 72 horas post-infeccion, 20X. D. Quiste en formacion (flecha roja),
perdida de la morfologia celular. 72 horas post-infeccién, 20X. citotoxicidad por efecto citopatico.
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3.3.1. Evaluacién inmunocitoquimica de células vero-infectadas.

Se pudo observar el citoplasma de las células Vero invadido de N. caninum, en algunos casos
con ruptura de quistes (figura 31-36).

1 010517-12

Figura 32 Inmunocitoquimica en células vero post-infeccion 010517-12. Regiones en citoplasma color
marrén- confirmacién de Invasion citoplasmatica de N. caninum. 100X. contratinciéon Wright.

2 020517-15

Figura 33Inmunocitoquimica en células Vero post-infeccion 020517-15. Invasién de citoplasma de célula vero,
formacién de vacuola parasitaria. 100X. contratincion Wright.
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3 010617-16

Figura 34Inmunocitoquimica en células vero post-infeccién 010617-16. Invasién de Neospora caninum a
citoplasma de célula vero. 100X. contratincion Wright

4 010817-18

Figura 35Inmunocitoquimica en células vero post-infeccién 010817-18. Internalizacion de formas parasitarias
en dos células vero. 100X. contratincion Wrigth.
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5 010917-19

Figura 36Inmunocitoquimica de células vero post-infeccién 010917-19. Invasion citoplasmética de Neospora caninum
en células vero. 100X. contratincion Wright.

6 011217-20

Figura 37Inmunocitoquimica de células vero post-infeccion 011217-20. Internalizacién de Neospora caninum
a célula vero. 100X. contratincion Wright.
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3.4. Deteccion molecular

3.4.1. Evaluacién de métodos de extraccion de DNA y cuantificaciéon de

Tabla 4 *Métodos implementados en la extraccion de DNA de Neospora caninum.

producto de extraccion.

Purificacion de

Protocolo la muestra Reactivos Temperatura Tiempo Observaciones
ciclos congelacién
a -20 °C 24 horas
ruptura y 11 ciclos de
mecénica con congelacién y amplificacion PCR y banda
arenilla vidrio descongelacion a electroforesis (primers Np 21
estéril no no 37°C 24 horas | plusy Np 6 plus (figura 39)
Ruptura mecanica Conge|acic’)n a-20
con perlas de /15 miny No hubo amplificaciéon ni
zirconio estériles. descongelacion presencia de bandas del
disruptor 3 ciclos | no buffer TE 1x 37°C /15 min 2 horas producto de PCR
No amplificacion, no bandas
Sonicacion no Buffer PBS - 1 hora de producto de PCR
Cloroformo-
alcohol
isoamilico No se observa presencia de
(protocolo 15 DNA en gel de agarosa al
Calor IBUN) MEM 100°C minutos 0.8%.
15 Se observa amplificacién en
Calor no MEM 100°C minutos PCR en tiempo real
500 microlitros
Cloroformo- | Buffer de lisis +
alcohol 100 microlitros
Isoamilico proteinasa k No se observa presencia de
Ruptura (protocolo (20mg/ml) (Dubey, DNA en gel de agarosa al
enzimdtica IBUN) etal., 2017) 37°C 1 hora 0.8%.
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Tabla 5*Métodos implementados en la extraccion de DNA de Neospora caninum.

Purificacion de

Protocolo la muestra reactivos Temperatura | tiempo Observaciones

Cloroformo-

alcohol 500 microlitros Buffer

Isoamilico de lisis + 10 microlitros
Ruptura (protocolo proteinasa k (20mg/ml) Se observa degradacion de DNA
enzimatica | IBUN) (Dubey, et al., 2017) 55°C 20 horas | en gel de agarosa al 0,8%
Ruptura Fenol - 500 microlitros Buffer
enzimatica + | Cloroformo- de lisis (Dubey, et al., Se modifican los tiempos de los
disrupcion 3 | alcohol 2017) + 10 microlitros protocolos enzimaticos, pero se
ciclos Isoamilico proteinasa k (20mg/ml) | 37°C 12 hora | observa degradacion de DNA

Buffer de lisis + Se precipita con etanol absoluto

Ruptura proteinasa k (10mg/ml) por 1 hora a -20°C. Precipitacion.
enzimatica + | Cloroformo (protocolo de Instituto Presencia de banda en gel de
disrupcion 3 | puro grado de Genética de agarosa al 0.8%. Resultado
ciclos molecular Universidad Nacional) 55°C 1 hora negativo en PCR convencional
Ruptura Se uso012 microlitros de proteinasa
enzimatica + | Cloroformo 300 microlitros Buffer K. Se observa degradacion de
disrupcion 3 | puro grado CTAB 2% + proteinasa DNA en gel de agarosa al 0,8% y
ciclos molecular k (20mg/ml) 57°C 1 hora presencia de RNA.
Ruptura Fenol - Buffer de lisis (protocolo
enzimatica + | Cloroformo- de Instituto de Genética Precipitacion con etanol absoluto.
disrupcién 4 | alcohol de Universidad Se observa producto degradacion
ciclos Isoamilico Nacional) + RNAsa 55°C 12 hora | de DNA.
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3.4.2. Aplicaciéon delatécnica PCR Convencional en productos de extraccion
infectadas con Neospora caninum y Cuantificacion de producto de
PCR

Np 6 plus
/Np 21 plus

Figura 38.Visualizacion de amplimero 010517-12. Amplificacién de la muestra nimero 1, método de extraccion
mediante arenilla de vidrio estéril y ciclos de congelacion -20°C y descongelacion 37°C (flecha roja). primers Np6
plus y Np21 plus. PCR convencional. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. SYBR Safe DNA stain. Muestras
2,3y 4 no amplificaron. Muestra 5. Control negativo (agua).
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3.4.3. Implementacién de latécnica de PCR en Tiempo Real en células

Vero-infectadas.

En la PCR en tiempo real se observo la amplificacién de los fragmentos en todas las muestras.
Por lo cual, las seis muestras pertenecientes a fetos abortados de Cundinamarca y Cesar

fueron positivas a N. caninum.

Tabla 6 Resultados de PCR en tiempo real de las células vero-infectadas.

Muestra gPCR (resultado) Tm
010517-12 Positivo 80.59
020517-15 Positivo 82.59
010617-16 Positivo 80.86
010817-18 Positivo 80.38
010917-19 Positivo 80.16
011217-20 Positivo 80.93

Control Células vero no infectadas Negativo 67.95
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Figura 39Curvas de amplificacion de PCR en tiempo real de células vero-infectadas.
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4.Discusion

Neosporosis bovina es una enfermedad reproductiva de gran impacto econémico, que
ocasiona abortos y otras complicaciones reproductivas y productivas. Esta enfermedad puede
ser transmitida de forma horizontal por la ingestién de ooquistes presentes en agua o alimento
contaminada con Neospora caninum. También puede ser transmitida por la via
transplacentaria exdgena, se lleva a cabo una primoinfeccion o la transmision transplacentaria
enddgena que ocurre en animales infectados previamente dandose recrudescencia de la

enfermedad durante la prefiez (Dubey et al., 2007).

Neosporosis Bovina es considerada epidémica en casos donde hay una infeccién primaria
por la ingestion de ooquistes y cerca del 15% de las vacas tienen riesgo de abortos en un
tiempo de 4 semanas. Sin embargo, cuando los abortos persisten por varios meses o afios,

se califica como enfermedad de comportamiento endémica. (Dubey et al. 2007; 2017).

En este estudio los abortos reportados en los departamentos de Cundinamarca y Cesar se
presentaron de forma consecutiva durante los meses de mayo a diciembre del 2017. De igual
manera, en las fincas estudiadas presentaron antecedentes de abortos, lo cual indica un
comportamiento endémico y una transmision vertical transplacentaria endégena. Con base en
lo anterior, tanto los resultados obtenidos en estudios en Colombia desde el 2001, reafirman
el comportamiento endémico de N.caninum (Azumendi et al., 1995; Zambrano et al, 2001;
Andrade et al., 2003; Andrade et al., 2007; Lépez, et al., 2007; Oviedo et al., 2007; Oviedo et
al., 2008; Pefia, et al., 2012; Cedefio & Benavides, 2013; Medellin et al., 2013; Carrillo et al.,
2014; Motta et al.,2014; Cardona at al., 2015; Chaparro et al., 2016; Garcia-Chaparro et al,
2014; Medellin et al., 2017; Llano et al., 2018).

Los sintomas ocasionados por Neosporosis Bovina pueden ser reportados en terneros
menores de 2 semanas. En la que se incluye pérdida de peso y ataxia (Kamali et al., 2014).
En el caso de los dos terneros fallecidos a los pocos dias de nacer manifestaron ataxia,
dificultad para incorporarse y convulsiones. Sumado a la sintomatologia, los resultados

histopatoldgicos en tejido cardiaco de uno de los terneros y en cerebro de los ambos teneros
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guistes tisulares, congestién de vasos sanguineos y focos hemorrdgicos. Asi pues, los
sintomas, hallazgos histopatolégicos, la edad de los terneros y las caracteristicas endémicas
de la enfermedad en las fincas, se le pudo atribuir la muerte de los terneros a Neospora

caninum.

En el estudio realizado en dos fincas de Cundinamarca y Cesar, dos fetos remitidos al
laboratorio fueron abortados en el primer trimestre, dos en el segundo trimestre y dos hacia el
altimo trimestre de gestacion. Para Llano, et al., 2018 varios autores han asociado la muerte
embrionaria fetal temprana con la infeccibn de Neospora caninum principalmente producida
por la ausencia de la capacidad inmunolégica del feto y las lesiones causadas por el parasito
en el tejido placentario. Para Dubey, et al, 2017, la muerte fetal puede ocurrir por los efectos
adversos de citoquinas particularmente en la placenta. La severidad de las lesiones en
placenta y la fuerte respuesta de IFN-gamma en algunos fetos, posiblemente hace parte de

la respuesta inmune tratando de controlar la alta parasitemia, causando muerte fetal.

Con relacién a la presencia de atriquia en 4 de los 6 de los fetos remitidos al laboratorio se
puede atribuir a la deficiencia en la respuesta inmune del feto, sumado a la presencia de
hemorragias y congestion, lo cual impide el normal desarrollo fetal. Dubey, et al., 2017,
mencionan en el libro Neosporosis Bovine, que una respuesta especifica a anticuerpos de los
fetos contra Neospora caninum fue encontrada desde el dia 100 de la gestacion en adelante.
Por su parte, la respuesta celular mitética fue detectada después de 12 semanas de gestacion
en células sanguineas fetales y después de 14 semanas en timo y bazo. La atriquia de
observo en el primer y segundo trimestre de gestacion, etapas de la gestacion donde el feto
no posee un sistema inmune Optimo. Aun no se ha descrito la ausencia de pelo en fetos

abortados, sin embargo, es un hallazgo notable el cual requiere de una mayor profundizacion.

En el 2000, Sawada et al, examinaron cerebro de una vaca adulta naturalmente infectada
con N. caninum, dicha vaca presento6 dos abortos en ambos casos a los 4 meses de gestacion,
sin embargo, permanecioé clinicamente normal y fue sacrificada 24 dias después del segundo
aborto para evaluar cerebro. En contraste con lo anteriormente mencionado, en el estudio

desarrollado en el laboratorio, los propietarios reportaron presencia de sintomatologia
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nerviosa en la vaca adulta y fallece dias después de haber abortado un feto de 6 meses.
Posteriormente, se remitieron los tejidos al laboratorio, donde se realizé prueba de
histopatologia e inmunohistoquimica. En los resultados de histopatologia en cerebro se
evidencié; cogestion de vasos sanguineos, edema, gliosis, presencia de células
proinflamatorias. Del mismo modo fue positivo a la IHQ. Por su parte, no se observaron
lesiones en los demés tejidos evaluados. Segun Sawada et al, 2000 el cerebro es uno de los
organos de reactivacion de los taquizoitos que pueden entrar a flujo sanguineo y afectar el
desarrollo del feto. Por lo cual, uno de los mecanismos de reactivacion del parasito puede ser

la prefiez, sin embargo, aun este mecanismo no ha sido demostrado.

Caspe et at, 2012, encontraron placentitis severa caracterizada por una autolisis, necrosis
de mesénquima y células trofoblasticas en vellosidades fetales y una mineralizacion de
vellosidades cotiledonarias. Asi pues, la IHQ revelo N. caninum en todas las placentas y fetos
analizados. Dichos hallazgos fueron encontrados en la placenta remitida al laboratorio durante
el estudio, de igual manera, se encontraron multiples estructuras cocobacilares extracelular y
dentro de macroéfagos, que fueron identificadas como Neospora caninum por el método de

inmunohistoquimica e inmunocitoquimica.

En la histopatologia de cerebro se ha reportado presencia de congestion perivascular,
gliosis focal, vasos sanguineos congestionados, hipotrofia de células endoteliales, encefalitis
supurativa, hemorragias focales y multifocales, edemas, encefalitis no supurativa y quistes de
Neospora caninum (Oviedo et al., 2008; Nematollahi et al., 2013; Barbosa de Macedo et al.,
2017). En los fetos abortados y remitidos al laboratorio FUNCEP, se encontr6 congestion,
edema, hemorragias generalizadas y autolisis. Segun Dubey et al., 2017 los fetos abortados
presentan autolisis 0 momificacion. En algunos casos antes de los 5 meses los fetos pueden
ser momificados y permanecen durante meses en el Utero de la madre. Por su parte, el
proceso de autolisis podria enmascarar las lesiones por Neosporosis Bovina (Pescador et al.,
2007), dentro de este proceso el 6rgano més afectado por la autolisis es el cerebro (Dubey y
Schares, 2006). En los fetos remitidos al laboratorio a pesar de su estado autoliticos de

algunos cerebros fue posible identificar quistes de N. caninum.



60|Pagina

Hacia el 2002, Moore, et al., identificaron N. caninum por Inmunohistoquimica en 20 de 240
fetos, también detectaron fetos positivos a inmunohistoquimica en 67.4% de los 43 fetos
abortados con lesiones histopatologicas compatibles. De igual manera, en el 2009, Cabral, et
al. Reportaron en su estudio, que la mayoria de las lesiones se encontraban en cerebro, vy el
8,6% de los cerebros de los fetos fueron positivos a Inmunohistoquimica. Del mismo modo,
en el 2017, Barbosa de Macedo et al., evaluaron 36 cerebros de fetos abortados, de los cuales
14 fueron positivos a IHQ. Por su parte, Pescador et al., 2007 afirman en su estudio que el
cerebro es el 6rgano mas eficiente para la Inmunohistoquimica porque aparentemente es mas
facil de visualizar los taquizoitos en este érgano que en otros, ademas menciona que este
aspecto esta probablemente asociado a la baja celularidad presente en el cerebro en

comparacion con otros 6rganos.

En contraste, en todas las muestras de cerebro remitidas al laboratorio, se observaron
diferentes estructuras de color marrén, lo cual indica la presencia de Neospora caninum, este
hallazgo es comparado con el estudio reportado en el 2008, en Colombia por Oviedo et al.,
donde se estudiaron muestras de cerebro, cerebelo y medula de 108 fetos mayores de cinco
meses, en el cual la coloracion Inmunohistoquimica (IHQ) para deteccién del parasito fue
negativa, no obstante, no se descarto la presencia del agente. Para Pescador, et al, 2007, la
ausencia de asociacion entre IHQ y lesiones en cerebro esté en el hecho que la exanimacion
histologia no es apropiada en muchos casos debi6é a la consistencia liquida y autolisis. De
igual manera, describen que el cerebro aun estado de autolisis es susceptible para IHQ anti-
N. caninum. La anterior afirmacion fue demostrada en el laboratorio, ya que a pesar de que la
mayoria de los cerebros presentaban autolisis, fue posible observar el microorganismo

sometiendo la muestra a la técnica de Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica.

Cole, et al., 1993 utilizaron el kit anti-mouse 1gG y complejo ABPC para detectar la union
del anticuerpo monoclonal MAb 6G7 a taquizoitos y bradizoitos de N. caninum en infecciones
naturales o experimentales de hospedadores de varias especies, en tejidos seccionados
parafinados, fijados en formol bufferado. Se detecto reactividad variada en tejidos de ratones
infectados experimentalmente y tratados con acetato de Prednisolona antes de la infeccion

con N. caninum. En este caso, algunos grupos de taquizoitos no reaccionaron, otros
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reaccionaron débilmente y otro grupo se observo fuerte reaccion. Sin embargo, se presento
segunda variacion en tejidos de casos naturales de Neosporosis en ternero, los parasitos en
tejidos seccionados no reaccionaron con MAb 6G7, pero fue reportada la reaccién con

anticuerpo policlonal rabbit serum contra N. caninum.

Para Donahoe, et al.,, 2015, los servicios de diagndstico de patologia veterinaria los
anticuerpos para inmunohistoquimica para la deteccion de N. caninum son policlonal caprine
anti-N. caninum (Product Code PAB-NC, VMRD, Inc., Veterinary Medical Research and
Development, Pullman, WA, USA). De igual manera, mencionan que en general, los
anticuerpos policlonales se prefieren sobre los anticuerpos monoclonales para la prueba
diagnéstica de inmunohistoquimica porque ellos exhiben una sensibilidad en detectar
antigeno de Neospora caninum cuando estan presentes. Por esta razon los anticuerpos
policlonales son de distribucién global y adecuada para protocolo de validacién por
laboratorios patologicos individuales.

Por su parte, los anticuerpos policlonales son menos especificos que los anticuerpos
monoclonales y exhiben reaccién cruzada con parasitos Apicomplexa cercanos. Aungque no
se utilizan para el diagnéstico de rutina de Neospora caninum, los anticuerpos especificos
contra bradizoitos (BAG1/BAG5) pueden ser aplicado para diferencias quistes tisulares de
taquizoitos agrupados (Donahoe, et al., 2015).

En cuanto a el aislamiento in vitro de Neospora. En el 2011, Regidor-Cerrillo, et al., evaluaron
la proliferacion y eficiencia de invasiébn de Neospora caninum. Se analizé el proceso de
internalizaciéon de los taquizoitos a las células en un intervalo de 2, 4, y 6 horas post
inoculacion. En el 2000 Kim, et al., observaron dos aislamientos de N. caninum en células
Vero a los 45 y 56 dias después de inoculaciéon. En el 2015, en Argentina se observaron
taquizoitos a los 4 dias pos-infeccion, y 14 dias después de la infeccion, mas del 60% de las
células de la monocapa fueron alteradas y requirieron subcultivo (Campero, et al., 2015). De
igual manera, se reportd hacia el afio 2004 en Malasia la presencia de taquizoitos a los 14
dias después de la inoculacion, posteriormente, a las 5 semanas se presentdé un aumento en

la cantidad de taquizoitos, y se les adiciono medio nuevo, luego se realizé un cambio a células
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Vero-nuevas cada 4 dias (Cheah, et al., 2004). En comparacién con dichos hallazgos, en este
estudio inicialmente se observo la invasion del citoplasma de las células Vero a partir de los
20 minutos post infeccion. Asi mismo, en las primeras 72 horas se presentd una invasion
mayor al 50% del monocapa celular. También se realizé inmunohistoquimica a las células
infectadas, mediante los procesos de tripsinacion, obtencién de células, centrifugacion,
fijacidbn en ldminas portaobjetos y la Inmunocitologia. En algunos casos se pudo ver N.
caninum invadiendo el citoplasma o en otros casos perdida de la arquitectura celular.
Finalmente, se logré obtener aislamientos clonales para cada una de las seis muestras. En
cada uno se los aislamientos clonales se observé la formacion de quistes de diferentes

tamafos en un mismo proceso de clonacion, debido a la cantidad de bradizoitos contenidos.

En algunos estudios se reporta el estado de autolisis de los fetos abortados limita el nUmero
de quistes tisulares o taquizoitos, o puede afectar la viabilidad de N. caninum (Campero, et
al., 2015; Cheah, et al., 2004; Conrad et al., 1993; Kim et al., 2000). Sin embargo, los seis
cerebros de los fetos abortados remitidos al laboratorio fueron sometidos a las pruebas de
histopatologia, inmunohistoquimica y aislamiento en cultivo celular, asi pues, durante el
desarrollo de estas pruebas evalué la calidad de la muestra, con una constante actividad y
viabilidad de N. caninum, mediante el uso de Azul Tripan a una solucién 1:10 y fue observado
en microscopio. Asi mismo se observaron diferentes estadios, dicho lo anterior se puede
establecer que N. caninum posee caracteristicas adaptativas y sobrevive en tejido cerebral

por un largo tiempo.

En los resultados de PCR en tiempo real, hubo una amplificaciébn en las seis muestras
aisladas. En la actualidad se realiza PCR convencional utilizando los primers Np 21 plus y Np
6 plus, en este estudio se pudo implementar la técnica de PCR en tiempo real como una

herramienta eficiente para el diagnoéstico de Neospora caninum.

Por lo que se refiere a la extraccion de DNA de Neospora caninum de las seis muestras, se
obtuvo a partir de someterlo a una temperatura de 100 grados centigrados por 15 minutos, de
igual manera se utilizé ruptura mecanica con arenilla de vidrio sumado a ciclos de congelacion

y descongelacion obteniendo en ambos casos, la amplificacion de los primers Np 6 plus 'y Np
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21 en la muestra 010517-12. Sin embargo, en este estudio estas técnicas no fueron
reproducibles. Por lo cual se sometieron las muestras a diferentes protocolos de extraccion,
pero no se obtuvieron los resultados esperados, impidiendo las identificaciones de
microsatellites y la nueva realizacién de PCR convencional y en tiempo real utilizando los
primer Np 6 plus y Np 21 plus. Dicho lo anterior, se hace necesario estandarizar un protocolo
para la adecuada extraccion de DNA de Neospora caninum en Colombia.
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5.Conclusiones y recomendaciones.

5.1. Conclusiones

Segun los resultados observados en este estudio y en relacion con los estudios reportados
durante los ultimos afios en Colombia, se pudo confirmar que Neosporosis bovina es una
enfermedad endémica reproductiva en Colombia. Ademas de los estudios de
seroprevalencias reportados en varias regiones del pais, este estudio permitié confirmar su

presencia.

Por su parte, fue posible identificar la presencia de Neospora caninum tanto en animales

jovenes como en adultos, mediante técnicas de laboratorio e historia clinica.

La obtencién de aislamientos clonales de Neospora caninum es un gran aporte para estudios

moleculares mas especificos y complejos como secuenciacion.

Fue posible el diagnostico de Neosporosis Bovina, gracias a la relacion de los antecedentes
de las fincas, la historia clinica, los hallazgos de necropsia, histopatolégicos,

inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, aislamientos y PCR.
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5.2. Recomendaciones

Con el fin de fortalecer el conocimiento de Neosporosis Bovina, se recomienda ampliar los
estudios en varias regiones del pais, sobre todo en las regiones con altas seroprevalencias.
De igual manera, establecer protocolos de envio y remisiébn de muestras, incluyendo la
obtencién de historia clinica, con el fin de introducir la Neosporosis Bovina dentro de las
enfermedades infecciosas abortivas de interés y de alta presentacion en el ganado bovino.

De igual manera, ampliar los estudios en datos gendmicos con el objetivo de desarrollar
posibles herramientas biotecnol6gicas encaminadas al control y prevencion de Neosporosis,

teniendo en cuenta que es una enfermedad endémica en muchos paises y en Colombia.
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