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Resumen

En Uruguay el diagnostico de rutina de Neospora caninum se
realiza fundamentalmente por estudios histopatologicos de los
fetos abortados, complementando esta informacion con resul-
tados de serologia y/o Inmunohistoquimica (IHQ). El objetivo
de este estudio fue estandarizar un protocolo de amplificacion
de secuencias mediante PCR (polymerase chain reaction) para
la deteccion de Neospora caninum en organos de fetos abor-
tados espontaneamente en bovinos para su incorporacion a la
rutina diagnostica. Con este proposito se realizé un estudio re-
trospectivo utilizando muestras congeladas de archivo, de un
periodo comprendido entre los afios 2013 y 2016, con diagnds-
tico positivo o negativo a Neospora caninum. Los resultados
mostraron que de 31 muestras positivas a Neospora caninum
por las técnicas de rutina, 26 fueron positivas por PCR (84%),
demostrando una alta sensibilidad de diagnoéstico de esta téc-
nica. Todas las muestras con diagndstico negativo mediante
histopatologia (n=20) fueron confirmadas como negativo me-
diante PCR. La comparacion de los resultados de PCR con los
de histopatologia, mediante el test de Cohen’s Kappa, sefiala-
ron un acuerdo muy alto (81%, p<0.001) entre ambos diagnds-
ticos. Dichos resultados sumados a la simplicidad y rapidez
de la técnica podrian sugerir a la PCR como alternativo de la
IHQ como técnica confirmatoria en el diagnéstico de rutina.
También permitiria realizar analisis retrospectivos de muestras
archivadas, paso fundamental para futuros estudios genéticos

de la poblacion de Neospora caninum presente en Uruguay.
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Abstract

The diagnosis of Neospora caninum in Uruguay is carried out by
histopathological studies of aborted fetuses, complementing this
information with serology test and/or immunohistochemistry
(IHC) results. The aim of this study was to standardize a proto-
col of polymerase chain reaction (PCR) to detect of N. caninum
in organs of spontaneously aborted bovine fetus. A retrospective
study was conducted using frozen samples from a period between
2013 and 2016, with positive or negative diagnosis of N. cani-
num. Results showed that 26 of 31 samples positives for N. cani-
num by routine techniques were positive by PCR, demonstrating
a high sensitivity of the PCR. All negative samples by Histopa-
thology (n=20) were confirmed as negative by PCR. Cohen’s
Kappa test indicated a very high agreement (81%, p<0.001) be-
tween PCR and Histopathology with serology test and/or immu-
nohistochemistry (IHC) results. The high sensitivity, specifici-
ty and simplicity of PCR test suggest this technique as an alter-
native to IHC as a confirmatory technique in routine diagnosis.
Keywords: Diagnosis, Neospora caninum, PCR.
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Introduccion

La neosporosis es considerada una de las principales causas
de aborto infeccioso en bovinos en Uruguay y el mundo
(Al-Qassab et al., 2009; Dubey, 2003; Dubey y Schares,
2011; Easton, 2006; Moore, 2005). La amplia difusion de la
neosporosis en Uruguay se ha observado tanto en ganado para
leche como para carne, afectando gravemente ambos sectores
(Macchi et al., 2020; Piaggio, 2011). Esta enfermedad es
causada por Neospora caninum (N. caninum) un protozoario
tisular e intracelular obligado, perteneciente junto a Toxoplasma,
Isospora y Sarcosystis al phylum Apicomplexa (Thilsted y
Dubey, 1989). En Uruguay, el diagnostico de esta enfermedad
en los fetos se realiza aplicando pruebas de laboratorio en forma
seriada. Primero se realiza la necropsia y la histopatologia de los
fetos, incluyendo el analisis histologico exhaustivo del sistema
nervioso central con la coloracion de hematoxilina—eosina
(HP). De encontrarse la lesion histologica caracteristica (focos
de necrosis con gliosis periférica), se realiza la identificacion
de las formas parasitarias por inmunohistoquimica (IHQ) y/o
serologia positiva de la madre y/o el feto (Easton, 2006). Esta
combinacion seriada de técnicas diagnosticas, -en la que si y
solo si, se realiza el diagnoéstico final si todas las pruebas son
positivas-, asegura una muy alta especificidad diagndstica y se
considera como la prueba de referencia para el diagndstico de
la enfermedad en los fetos (Baszler et al., 2001; Reichel et al.,
2018). Sin embargo, la identificacion de las formas parasitarias
por THQ, si bien es altamente especifica, es una técnica muy
laboriosa y analiticamente poco sensible (Dubey, 2003; Easton,
2006). Otras pruebas de laboratorio que se han utilizado para
el diagnostico son el aislamiento por inoculacion y citocultivo,
pero estas técnicas son en extremo complejas y costosas (Bafiales
et al.,, 1999; Badales et al, 2006). En tal sentido, en nuestro
pais se han logrado aislar 4 cepas de N. caninum de terneros
persistentemente infectados, pero no asi de fetos abortados
(Cabrera et al., 2019).

Una alternativa a la THQ es la incorporacion de técnicas
moleculares como PCR, la cual es altamente especifica, sensible
y rapida (Miiller et al., 1996). La PCR puede ser aplicada a una
amplia gama de muestras, como ser tejidos de fetos de la especie
en estudio u hospedadores intermedios de la enfermedad, liquido
amnidtico, liquido cefalorraquideo, heces, sangre, leche y semen
(Dubey et al., 2006). Para el desarrollo de PCR de diagnoéstico
de N. caninum se ha utilizado una serie de genes blancos como
ser el ADN ribosomal 18S, el ADN ribosomal 28S, la region
interna del espaciador transcrito 1 del gen ARNr (ITS 1), el
gen pNc5 y el gen 14-3-3 (Cabral et al., 2009; Goodswen et al.,
2013; Mdller et al., 1996; Payne y Ellis, 1996; Yamage et al.,
1996). Las PCRs que amplifican elementos repetitivos suelen
tener una mayor sensibilidad analitica en comparacion con las
PCRs que amplifican fragmentos de genes de copia Unica. En
tal sentido, los genes que codifican ARNr (18S rDNA, 28S
rDNA, ITS1) y el gen pNc5 son objetivos importantes para el
diagnostico cualitativo y cuantitativo de N. caninum por PCR.
La utilizacion de ITS1 como gen blanco ha demostrado gran

utilidad en la identificacion de especie de N. caninum (Dubey et
al., 2006; Goodswen et al., 2013). La PCR se ha realizado en
uno o en dos pasos (nested PCR), siendo este ultimo de mayor
sensibilidad, pero con la desventaja de tener mayor riesgo de
contaminacion. Una alternativa para evitar este problema es
realizar el nested PCR en un solo tubo, lo que combina asi
la alta sensibilidad con bajos riesgos de contaminacion. La
sensibilidad analitica mas alta reportada en la literatura fue de
0.1-0.01 taquizoitos/g (Dubey et al., 2006). La alta sensibilidad
y especificidad de dicha técnica, ha hecho de este gen blanco
(ITS1) uno de los mas empleados. La limitante de esta técnica
(PCR), -sino se utiliza en forma seriada con casos positivos por
histopatologia, - es poder establecer una relacion causa-efecto
entre el aborto y N. Caninum, ya que las infecciones congénitas
asintomaticas son comunes y por lo tanto, solo la presencia del
parasito o el ADN del parasito no significa que N. caninum haya
causado el aborto (Dubey et al. 2007, Dubey y Schares, 2011).
Algo similar sucede con la serologia materna positiva, la cual
solo indica exposicién y no causa del aborto y para la cual no
hay prueba de referencia (Campero et al.., 2015).

El objetivo de este estudio fue seleccionar, estandarizar y
evaluar para incorporar a la rutina diagnostica, como alternativa
al IHQ y/o serologia materna, un protocolo de amplificacion de
secuencias mediante PCR (polymerase chain reaction) para la
deteccion de Neospora caninum en 6rganos de fetos abortados
espontaneamente en bovinos.

Materiales y métodos

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de biotecnologia de
la Direccion de Laboratorios Veterinarios (DI.LA.VE) Regio-
nal Este. Para este proposito se utilizaron muestras congeladas
de archivo de un periodo comprendido entre los afios 2013 y
2016, con diagnostico positivo (n=31) a N. caninum de acuerdo
al protocolo de rutina que implica Histopatologia mas serologia
(fetal y/o materna) y/o Inmunohistoquimica (IHQ). La prueba
de Inmunohistoquimica (IHQ) se realizé de acuerdo al proto-
colo descripto por Haines et al., 1992 y modificado por Easton
(2006). Adicionalmente, se seleccionaron 20 muestras con re-
sultados de histopatologia negativa a N. caninum para ser usadas

como control.
Puesta a punto de la PCR y condiciones

La extraccion de ADN de las muestras seleccionadas fue
realizada usando un kit comercial (DNeasy blood y tissue —
QIAGEN) de acuerdo al protocolo del fabricante.

E1ADN obtenido fue tefiido con Orange DNA (ThermoScientific)
y colocado en el gel por 30 minutos a 100 volts. El gel utilizado
fue un gel de agarosa al 1.5%, diluido en buffer TAE con
SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) como intercalante a
una concentracion de 1:10.000. Posteriormente fue visualizado
en un transiluminador de luz ultravioleta para evaluar su

cantidad y calidad.
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Tabla 1: Secuencia y caracteristicas de los cebadores seleccionados

Temperatura de

Nombre Tipo Secuencia (5'a3") %GC . Longitud
anniling (°C)
TGNNI1 Exterior CCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAG 42 61.8 26
TGNN2 Exterior GCGAGCCAAGACATCCATTGCTGA 54 61.8 24
NP1 Interno TACTACTCCCTGTGAGTTG 74 58.1 19
NP2 Interno TCTCTTCCCTCAAACGCT 50 58.1 18

De los protocolos disponibles en la literatura, se aplico el PCR
modificada de Buxton et al. (1998) y descripto por Regidor-
Cerrillo et al. (2014), que amplifica la region ITS1 de Neospora
caninum reportado por Payne y Ellis (1996).

Los cebadores utilizados fueron los descriptos en la Tabla 1.

La reaccion de amplificacion de ADN fue optimizada para un
volumen final de 25uL, que contiene: SuL. de ADN gendmico,
0.125pL de cebadores internos de 10 pM, 1uL de cebadores ex-
ternos de 10 pM, 5.25uL de agua ultrapura y 12.5pL Mango mix
(Bioline).

Como control negativo agua ultra pura y como control positivo
ADN extraido de aislados de N. caninum proporcionados por el
Grupo SALUVET de la Facultad de Veterinaria de la Universi-
dad Complutense de Madrid.

El protocolo térmico estandarizado fue el siguiente: desnaturali-
zacion inicial a 94° C durante tres minutos, seguido de 15 ciclos
de 94° C durante 30 segundos, 65° C por 45 segundos y 72° C
por 1 minuto. Luego por 35 ciclos de 94° C durante 30 segundos,
54° C por 1minuto y 72° C por 1 minuto, terminando con una
extension a 72° C por 5 minutos. El producto de PCR se separ6
por electroforesis (30 minutos a 100 volts) en un gel de agarosa
al 1.5% (diluido en buffer TAE con SYBR® Safe DNA gel stain
como intercalante a una concentracion de 10.000X) y visualizo
bajo luz ultravioleta y foto documento. El amplicon tiene un ta-
mafio esperado de 275pb.

Para confirmar los resultados obtenidos, se enviaron 26
amplicones a secuenciar en MACROGEN (Korea). La
informacion obtenida de las 26 secuencias fue analizada con las
secuencias consenso y de referencia para N. caninum, utilizando
las herramientas BLAST (Basic Local AlignmentSearchTool) y
BioEdit (BioEdit-SequenceAlignment Editor), asi como con las
de Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp. y Hammondia spp.

Analisis estadistico

Para el estudio de la concordancia entre resultados de
la  Histopatologia-serologia/ Histopatologia-IHQ y los
resultados obtenidos por PCR, se utilizd el coeficiente de
Cohen’s Kappa (k) y la interpretacion de los valores de
K adoptados fueron: <0 = desacuerdo; 0.01 -0.2=escaso;
0.21-0.40=escaso; 0.41-0.60=moderado; 0.61-0.80= adecuado;
0.81-1.00=excelente (Landis y Koch, 1977). Para los calculos de

kappa se utiliz6 el programa informatico MiniTab.

Resultados

De las 31 muestras registradas como positivas a N. caninum por
Histopatologia-serologia/ Histopatologia-IHQ (Diagnostico de
rutina), en 26 (84%) se observd una banda compatible con la
esperada para ITS-1 de 275pb. Las 20 muestras con resultado
negativo (por histopatologia) a N. caninum todas fueron
negativas a la prueba de PCR.

El analisis de las secuencias del amplicon permitié confirmar
dicho resultado, asi como comprobar que las secuencias
amplificadas no son comunes con Toxoplasma gondii,
Sarcocystis sp. y Hammondia spp.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la comparacion en-
tre Histopatologia-serologia/ Histopatologia-IHQ (“pruebas de
referencia”) y PCR para N. caninum. El resultado del estadistico
Kappa indica una muy buena concordancia entre el diagnostico
Histopatologia-serologia/ Histopatologia-IHQ y PCR. La sensi-
bilidad del PCR frente a la prueba de referencia fue de 84% y su
especificidad de 100%.

Tabla 2: Resultados del acuerdo entre los Histopatologia-serologia/ Histopatologia-IHQ y PCR para N. caninum.

HISTOPATOLOGIA
i ) Kappa Sens. Espec.
(mas serologia y/o THQ) Valor de P
PCR Positivo Negativo (K) (%) (%)
Positivo 27 0
) <0,0001 0,81 84 100
Negativo 5 20
32 20

Sens = Sensibilidad; Espec = Especificidad
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Figura 1: Visualizacion de productos de PCR provenientes
de muestras positivas para Neospora caninum en gel de
agarosa al 1,5%, M: marcador de peso molecular 100pb
(Bioline), 1 al 12 corresponde a muestras de archivo
diagnosticadas como positivas mediante técnicas de rutina,
13: Control positivo y 14: Control negativo.

La Figura 1 muestra el resultado correspondiente al producto
de Nested PCR obtenido de 12 muestras de fetos bovinos
abortados con diagnostico positivo por Histopatologia-
serologia/ Histopatologia-IHQ a N. caninum, en el cual ,10 de
las mismas presentan un fragmento de 275pb correspondientes
a N. caninum.

Discusion

Las muestras conservadas a -20°C proporcionaron un ADN de
suficiente calidad para realizar los trabajos propuestos. Los re-
sultados encontrados muestran que la técnica de nested PCR en
un solo tubo puede ser implementado con éxito para el diagnds-
tico complementario de N. caninum en muestras de tejidos de
materiales conservados en forma congelada.

La realizacion del Nested PCR en un solo tubo resolvid el pro-
blema de contaminacion, no detectaindose en todo el estudio,
fallas por esta causa. Esta alternativa fue utilizada por Ellis et
al., (1999), para evitar este problema, obteniendo muy buenos
resultados, al igual que en este estudio.

La técnica de PCR report6 una muy buena performance, lo que
se evidencio en la alta sensibilidad (84%) y especificidad (100%)
asi como por el valor de Kappa (0.81), que seglin Landis y Koch,
(1977), revela excelente concordancia entre el diagndstico actu-
al de rutina y PCR. Dicho resultado no indica una evaluacion de
la calidad de las pruebas.

En comparacién con la Histopatologia-serologia/ Histopatologia
-IHQ, la técnica de PCR fall6 en detectar 5 muestras registradas
positivas. De acuerdo con la literatura, trabajos de Ellis et al.
(1999) en un estudio similar, reportd una sensibilidad analitica
de 0.1-0.01 taquizoitos. Si bien en este estudio no se midid la

sensibilidad analitica de la PCR, las muestras negativas podrian
presentar una concentraciéon muy baja del patdogeno, por deba-
jo del limite de deteccion. Una de las posibles causas podria
ser fallas en el muestreo (Dubey, 2003). El procedimiento de
muestreo es afectado por la calidad de la muestra, la autolisis
es muy frecuente en las muestras de campo que llegan de ruti-
na al laboratorio por sospecha de N. caninum. Dicha autolisis
dificulta seriamente la identificacion de las zonas del sistema
nervioso central (SNC) lo que sumado a la distribucion focal
y no homogénea de los taquizoitos en el SNC compromete el
éxito del muestreo.

De acuerdo con Dubey (2003), el examen histologico del feto es
necesario para un diagndstico definitivo de neosporosis bovina
(Dubey, 2003) cuya lesion mas caracteristica es una encefalitis
focal por necrosis e inflamacion no supurativa (Barr et al.,
1991). La IHQ al mostrar el parasito en la lesion descripta por
histopatologia es la mejor demostracion de que el aborto se debe
a N. caninum, pero como ya fue mencionado, dicha técnica tiene
la desventaja de ser poco sensible (Dubey, 2003).

Esto mismo quedé en evidencia con nuestros resultados, ya que
la sensibilidad de la IHQ para nuestros datos fue de 62 % y
sensiblemente menor a la obtenida por PCR.

La sensibilidad y especificidad de la PCR sumado a su
simplicidad y rapidez podria sugerir a la PCR como alternativo
de la THQ como técnica confirmatoria en el diagndstico de

rutina.

Conclusion

El protocolo estandarizado en este estudio presentd alta
especificidad y sensibilidad para la deteccion de N. caninum
en muestras de campo de fetos abortados. Esto demuestra que
cuando dicha técnica se utiliza en forma seriada junto a cambios
histopatologicos significativos en los tejidos de los fetos
abortados, es una valiosa herramienta de confirmacién para el
diagnostico de N. caninum en el ganado vacuno.

También permite realizar analisis retrospectivos de muestras
archivadas, paso fundamental para futuros estudios genéticos de
la poblacion de N. caninum presente en Uruguay.
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