Asociacion Argentina de Veterinarios
de Laboratorios de Diagnostico

MANUAL DE REFERENCIA
ARGENTINA PARA EL DIAGNOSTICO
DE NEOSPOROSIS BOVINA

SERIE MONOGRAFICA N° 1

Comision Cientifica de Enfermedades Venéreas
y Protozoarios Reproductivos

2026




MANUAL DE REFERENCIA ARGENTINA PARA EL

DIAGNOSTICO DE LA NEOSPOROSIS BOVINA

ASOCIACION ARGENTINA DE
VETERINARIOS DE LABORATORIO DE
DIAGNOSTICO

COMISION CIENTIFICA DE
ENFERMEDADES VENEREAS Y
PROTOZOOS REPRODUCTIVOS

Chile 1856 PB (1227), Ciudad Autbnoma de
Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

Enero 2026




AUTORES

Dadin Prando MOORE, Instituto de Innovacién para la Produccién Agropecuaria y el
Desarrollo Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina. Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA) Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMDP).

Ignacio ECHAIDE, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Estacidon Experimental
Agropecuaria (EEA) Rafaela.

Lucia Maria CAMPERO, Instituto de Innovacién para la Producciéon Agropecuaria y el
Desarrollo Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina.

Yanina Paola HECKER, Instituto de Innovacién para la Produccién Agropecuaria y el Desarrollo
Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina. SALUVET, Departamento de Sanidad
Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Complutense de Madrid, Madrid,
Espafia.

Karina Mariela CIRONE, Instituto de Innovaciéon para la Produccién Agropecuaria y el
Desarrollo Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina. Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA) Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMDP).

Franco FIORANI, Instituto de Innovacién para la Produccién Agropecuaria y el Desarrollo
Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina. Facultad de Ciencias Agrarias (FCA)
Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMDP).

Contribuciones de los autores: todos los coautores contribuyeron por igual en las opiniones
de este consenso.

EDITORES

Dadin Prando MOORE, Instituto de Innovacién para la Produccidon Agropecuaria y el
Desarrollo Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina. Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA) Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMDP).

Lucia Maria CAMPERO, Instituto de Innovacion para la Produccién Agropecuaria y el
Desarrollo Sostenible (IPADS), INTA-CONICET, Balcarce, Argentina.

Magdalena Rambeaud, Laboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias Universidad Nacional de La Plata.

Daniel Francisco Benitez, Estacion Experimental Agropecuaria INTA Mercedes, Mercedes.
Corrientes

DISENO DE TAPA

Maria Noel Benitez



INDICE

N o uv A w NP

10.

11.

Prélogo

Introduccidn

Ciclo de vida del parasito

Pérdidas por aborto y muerte neonatal
Diagnéstico

Control

Serologia

7.1. Prueba de la Inmunofluorescencia indirecta (IFl)
7.2. Inmunoensayo (ELISA)

Necropsia del feto y muestreo de tejidos/fluidos
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Pruebas complementarias

10.1. Immunoblot (IB)
10.2. Inmunohistoquimica (IHQ)
10.3. Real Time PCR

Bibliografia



1. PROLOGO

La Comisién Cientifica de Enfermedades Venéreas y Neosporosis de la Asociacién Argentina
de Veterinarios de Laboratorios de Diagndstico, tiene como objetivo, entre otros, la
actualizacion de las técnicas utilizadas en el diagndstico de laboratorio. La misma, tiene como
funcién brindar al profesional las herramientas para la obtencidn de un resultado confiable.

A nivel nacional las técnicas utilizadas para el diagndstico de la neosporosis bovina son de
reciente uso. Por lo tanto, no estan ampliamente difundidas entre los laboratorios de
diagndstico veterinario.

Con este material queremos brindar al profesional de laboratorio veterinario, una guia de
trabajo, de consulta cotidiana. Ademas de facilitar el desempefio de las técnicas, fortalecer
conocimientos y promover la utilizacién de protocolos de diagndéstico estandarizados.

El conocimiento de las metodologias de diagndstico favorece la implementacién de estas
técnicas en laboratorios de diagndstico veterinario en el dmbito nacional e internacional.

Desde esta Comisién Cientifica queremos agradecer a la Dra. Maria Emilia Eirin por realizar la
primera lectura critica y a los integrantes de la CCEditorial por realizar la revision editorial y |a
indexacién de este manual.



2. Introduccion

La neosporosis bovina, producida por el protozoo Neospora caninum, ocasiona
abortos en ganado carnico y lechero de nuestro pais. Segun la casuistica del INTA EEA
Balcarce, entre el 5 al 10 % de los casos de abortos serian causados por este parasito. Ademas,
mas del 90 % de los rodeos para leche y mas del 50 % de los rodeos para carne en la Pampa
Humeda tendrian al menos un animal seropositivo a esta enfermedad.

3. Ciclo de vida parasitario

El ciclo de vida parasitario involucra a algunos cadnidos que se comportan como
hospedadores definitivos que pueden eliminar ooquistes, los cuales contienen 2 esporocistos
con 4 esporozoitos cada uno. A su vez, los bovinos también estan involucrados y se comportan
como hospedadores intermediarios de bradizoitos (estadio de replicacion lenta contenidos
en quistes alojados en el sistema nervioso central y musculos) y/o taquizoitos (de replicacion
rapida). Otros hospedadores intermediarios son los ovinos, caprinos y equinos. Los canidos
pueden también comportarse como hospedadores intermediarios y presentar paralisis y
paresia del tren posterior. En bovinos, la enfermedad tiene un comportamiento endémico
asociado a infecciones verticales frecuentes y tasas de aborto que no superan el 10 %; o un
comportamiento epidémico cuando la enfermedad ingresa por primera vez al rodeo,
encontrando una alta proporcién de animales que son expuestos a ooquistes de N. caninum,
asocidandose en este caso con tormentas de abortos que pueden superar el 30 %.

4. Pérdidas por abortos y muerte neonatal

Las pérdidas productivas y econémicas asociadas se producen por los siguientes eventos:

1. Aborto: es el signo clinico mas frecuente, y en hembras créonicamente infectadas
ocurre generalmente en el segundo tercio de la gestacién. La momificacion fetal
(Figura 1) es un hallazgo frecuente, aunque debe realizarse el diagndstico diferencial
con la Diarrea Viral Bovina.

2. Muerte fetal temprana: en hembras con infeccidn aguda asocidndose a repeticion de
celo.

3. Enfermedad neonatal: pueden presentarse casos esporadicos asociados a
encefalomielitis con signos de disfuncién nerviosa y bajo peso al nacer.

4. Incremento en el descarte de vacas: las vacas seropositivas tienen mayor probabilidad
de rechazo que las vacas seronegativas.

5. Reducido valor econémico de las vaquillonas y/o vacas seropositivas. Los animales
seropositivos no sélo tienen mayor riesgo de abortar, sino también de transmitir Ia
infeccion en sucesivas generaciones.
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Figura 1. La momificacién fetal es un hallazgo frecuente en las infecciones por N. caninum.
Fuente: Laboratorio de Patologia, EEA INTA Balcarce.

5. Diagndstico

Para el diagnédstico de la neosporosis se dispone de técnicas seroldgicas como la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunoensayo (ELISA), microaglutinacion (MAT) e
immunoblot (IB) que detectan anticuerpos especificos en suero o en fluidos fetales. La
histologia permite la observacién de las lesiones causadas por N. caninum en los fetos
abortados o placenta, la inmunohistoquimica (IHQ) evidencia mediante el uso de sueros
hiperinmunes formas parasitarias asociadas a las lesiones, y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) logra la amplificacién del ADN parasitario en tejidos diana.

Al efectuar estudios serolégicos para el diagndstico de neosporosis bovina es
importante tener en cuenta los siguientes conceptos:

- El diagnéstico serolégico individual positivo de una hembra que aborté no
necesariamente indica que N. caninum sea la causa del aborto, ya que un animal
seropositivo puede parir una cria clinicamente normal, aunque congénitamente
infectada.

- Debido a que existe fluctuacion en el nivel de anticuerpos en vacas seropositivas que no
abortaron, carece de validez determinar el titulo final de anticuerpos en suero/plasma.



- Teniendo en cuenta los conceptos anteriores se recomienda, tomar muestras de sangre
de animales que abortaron y prefiados del mismo lote donde se produjeron los abortos.
De este modo, se podra inferir si N. caninum estuvo involucrado en los abortos
observados.

- A modo de ejemplo: se remiten 20 sueros de un rodeo, 10 pertenecen a vacas que
abortaron (Grupo A) y 10 a vacas preifadas (grupo B) compaferas de las que
experimentaron el aborto. La interpretacion diagndstica e implicancia de N. caninum
como agente causal de aborto variara segun los resultados seroldgicos hallados (Tabla 1).

Tabla 1: Interpretacién de resultados serolédgicos considerando la proporcién de animales
con y sin anticuerpos especificos en los grupos que sufrieron abortos, y su control
(prenadas) del mismo rodeo.

Resultados serolégicos Grupo A Grupo B Interpretacion de resultados

(n=10)  (n=10)

Seropositivos/  total de 5/10 510 *Infeccion en el rodeo pero no es posible asociar
muestras N. caninum como agente causal de aborto
Seropositivos/  total de 8/10 2/10 *Neospora caninum esta asociado al episodio
muestras de abortos

La identificacion de anticuerpos en fluidos fetales (en gestaciones >4 meses) o ADN en
los tejidos, demuestra la infeccién congénita pero no provee elementos suficientes para
establecer que el aborto fue causado por N. caninum. Esto se sustenta en la notable eficiencia
gue tiene este protozoo para transmitirse de la madre al feto. Para la confirmacién definitiva
de los abortos por neosporosis, la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
IHQ y/o IB deberian complementarse con analisis histopatoldgicos para detectar lesiones
incompatibles con la vida. Sin embargo, sera dificultosa esta confirmacion si el aborto hubiese
ocurrido por lesiones de la placenta. El aislamiento in vitro de N. caninum a partir de fetos
abortados es dificultoso, debido a la autdlisis de la mayoria de fetos previa a su expulsion.
Aun asi, para intentar aislar N. caninum se deben remitir cerebros de fetos abortados
refrigerados (entre 8°C a 10°C) a laboratorios especializados en esta enfermedad que
dispongan de bioterio y/o posibilidad de realizar un aislamiento del protozoario en cultivo
celular.

6. Control

Las medidas de manejo y profilaxis para limitar la difusién de N. caninum deberan
adecuarse a cada situacion en particular debiendo considerarse, tipo de explotacion,
posibilidad de controlar fuentes de infeccidn postnatal, prevalencia de la enfermedad vy el
costo-beneficio de implementar medidas sanitarias de prevencion y control. Cualquier
iniciativa de control de la enfermedad deberd estar fundamentada en un correcto diagndstico



inicial de neosporosis, y la existencia de asociacién entre la ocurrencia de abortos y la
enfermedad. Debido a la endemicidad en la mayoria de los establecimientos, es muy comun
encontrar animales seropositivos sin que ello esté necesariamente vinculado a la
presentacion de abortos o pérdidas reproductivas. Las medidas de control tendran impacto
siempre y cuando exista un diagndstico diferencial acertado.

Las medidas de prevencidn y control se sustentan en la interrupcion del ciclo de vida
parasitario, considerando las dirigidas al perro y al bovino por separado.

En el caso de los perros:

1. Evitar que los perros ingieran material abortado (feto, fluidos o placenta) y
alimentarlos con carne cocida o alimentos balanceados.

2. Impedir que los perros entren en contacto con el ganado para evitar que las heces de
los perros contaminen las fuentes de agua y comida (pasturas, depdsitos de granos,
galpones, silos) de los bovinos.

En el caso de los bovinos:

1. Identificar portadores mediante serologia y mantener registro de eventos
reproductivos andmalos.

2. Efectuar la reposicién con terneras seronegativas. Lo ideal es realizar el sangrado
después de la desaparicién/descenso de los anticuerpos calostrales a los 4-6 meses de edad.
Las terneras seropositivas deberan destinarse a engorde y posterior faena.

3. Realizar serologia a todo bovino que ingrese al establecimiento.

4, Utilizar hembras receptoras seronegativas en los establecimientos que realicen
transferencia embrionaria.

5. Recuperar fetos abortados, momificados y placenta, para enviarlos a laboratorios
publicos o privados con capacidad analitica para efectuar la necropsia y analisis
correspondientes.

Las perspectivas de la disponibilidad de una vacuna contra la neosporosis en nuestro
pais son promisorias siendo necesario que los entes nacionales regularicen los métodos de
diagnéstico y establezcan una politica sanitaria para el control de esta enfermedad. Por otro
lado, aun no existen pruebas seroldgicas capaces de diferenciar anticuerpos generados por
vacunas de los generados por infecciones naturales, lo que dificulta las medidas de control
sustentadas en la identificacion y eliminacion de animales seropositivos.

7. Serologia

7.1 Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl)
Fundamento

La inmunofluorescencia indirecta (IFl) es una prueba serolégica primaria basada en la
deteccion de anticuerpos especificos anti-N. caninum en muestras de suero, mediante el uso
de un conjugado anti-inmunoglobulina especifico de especie, unidas a un fluorocromo. La



eficiencia de la prueba varia segun el punto de corte y las condiciones propias de cada
laboratorio. La IFI permite evaluar las fluctuaciones de la respuesta inmune humoral mediante
la titulacién. Tiene las desventajas de ser parcialmente subjetiva en la interpretacién de los
resultados y una capacidad limitada de procesamiento de muestras por dia. Otros factores
como el tipo de ldmpara y la calidad del microscopio, tipo y dilucién del conjugado elegido,
influyen en el rendimiento real de la prueba (Campero et al., 2018).

La metodologia que a continuacidn se describe fue adaptada del protocolo utilizado
en el Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata (FCV, UNLP) para el diagndstico serolégico de neosporosis
(Dellarupe, 2014).

Reactivos, materiales utilizados y sugerencias

- Portaobjetos de 15 areas (MP Biomedicals, Santa Ana, EE.UU.) con antigeno proveniente de
la cepa de referencia NC-1 (Dubey et al., 1988) de N. caninum. Los portaobjetos se conservan
a -20°C hasta su utilizacién. Durante el desarrollo de la prueba se debe evitar que el antigeno
sea arrastrado por el contacto con superficies o elementos de trabajo (ej. tips de
micropipetas).

- Soluciéon buffer fosfato salino (PBSS). Se aconseja preparar una solucion madre (10X) y
mantenerla a 4°C para evitar posibles contaminaciones. La solucién de trabajo (1X) debe
prepararse al momento de su utilizacidn.

Solucion madre 10X:

Cloruro de sodio (NaCl) 40,00 g
Cloruro de potasio (KCl) 1,00¢g
Fosfato disédico (NaxHPQa) 575¢g
Fosfato de potasio (KH2POa) 1,00¢g
Agua destilada c.s.p. 500 ml

Solucidn de trabajo. Utilizar la solucion madre homogeneizada y luego preparar el volumen
necesario diluyendo 1:10 en agua destilada. El pH final esperado serd de 7,2.

- Solucidn buffer de carbonatos. Se aconseja preparar una solucion madre (4X) y mantenerla
a 4°C para evitar posibles contaminaciones. La solucion de trabajo (1X) debe prepararse al
momento de su utilizacién.

Solucion madre 4X:

Carbonato de sodio (Na>COs) 114¢
Bicarbonato de sodio (NaHCOs) 336g
Cloruro de sodio (NaCl) 8,5¢g
Agua destilada c.s.p 1000 ml

Solucion de trabajo. Diluir la solucién madre homogeneizada en agua destilada en proporcién
de 1:4. El pH final esperado sera de 9.



- Conjugado para el diagndstico en bovinos: conjugado anti-IgG de bovino (N2 cédigo: F7887,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.). Se sugiere fraccionar el stock en alicuotas de pequefio
volumen (aprox. 30 uL) en viales Eppendorf o similar de 100 uL cubiertos con papel de
aluminio (ya que el fluorocromo es muy sensible a la luz) y almacenar a -20°C. El objetivo del
fraccionamiento es evitar que los sucesivos descongelamientos afecten la integridad de las
inmunoglobulinas. Nota: cada laboratorio deberd determinar la dilucion de uso del
conjugado respecto a un control positivo de titulo conocido.

- Suero control positivo. Se fraccionara en alicuotas de pequefio volumen para evitar que se
produzcan alteraciones por procesos de congelacion y descongelacién que pudieran afectar
la integridad de las inmunoglobulinas.

- Suero control negativo. Se tratara de manera similar al suero control positivo.

- Microscopio de fluorescencia. Es conveniente que se encuentre ubicado en una habitacion
donde la oscuridad esté garantizada al momento de la lectura para facilitar la observacion de
la reaccidn fluorescente.

Procedimiento

1- Diluir las muestras del suero problema, suero control positivo y suero control negativo en
PBSS en una placa de 96 pocillos con fondo en U. Se pueden realizar diluciones individuales o
seriadas en base 2. Para una dilucidn inicial de 1:25 en un volumen final de 200 pL, se deben
descargar 192 uL de PBSS y 8 ulL de suero.

2- Colocar los portaobjetos sobre una superficie plana y definir las dreas que se destinaran
para el control positivo y el control negativo. Estos controles deberian colocarse en areas
alejadas fisicamente en forma sistematica, ej.: primera y ultima posicidn en una misma fila,
respectivamente. Destinar un area del portaobjetos para el control de conjugado donde se
descargara solo PBSS en lugar de suero. Generar una planilla donde se grafique la réplica de
la distribucidn de cada suero problema y los controles en cada portaobjetos.

3- Con una micropipeta adecuada colocar 10-15 plL de la dilucidon deseada en cada area del
portaobjeto correspondiente. Por cada nueva muestra, se debe cambiar el tip de la
micropipeta.

4- Incubar el antigeno con la dilucion deseada del suero en una estufa a 37°C en cdmara
himeda durante 30 min.. Es importante asegurarse de que haya humedad para evitar la
evaporacion de la gota de suero.

5- Realizar 3 lavados de 10, 5 y 3 min., con solucidn buffer de carbonatos, en agitador. Por
cada lavado, renovar la solucion buffer de carbonatos. Secar el portaobjeto con un papel
absorbente (o con hisopo) con cuidado de no tocar el interior de las areas del portaobjeto
para evitar el desprendimiento del antigeno.

6- Agregar 10-15 uL de la dilucién de conjugado correspondiente a cada una de las areas del
portaobjeto. Incubar en estufa a 37°C, en cdmara humeda durante 30 min.

7- Repetir los lavados como se indicé previamente.



8- Montar con glicerina al 50% en buffer de carbonatos y agregar el cubreobjetos. Limpiar
cuidadosamente con papel absorbente el excedente de la soluciéon de montaje para evitar la
adherencia del portaobjetos a la platina del microscopio y ensuciar el objetivo.

9- Se sugiere comenzar la lectura con el menor aumento del microscopio a fin de apreciar la
distribucién de la fluorescencia en toda el drea, y hacer la lectura definitiva con objetivos de
mayor aumento.

Interpretacion de la reaccién: Los resultados seran vdlidos si los controles positivos y
negativos muestran la reaccién esperada. El area que recibié solo PBSS (control de
conjugado), debe ser negativa. Se considera que un suero es positivo cuando se observa
fluorescencia periférica continua en toda la superficie del taquizoito incluida la regién apical
(Figura 2). Si la fluorescencia sélo se observa en la region apical y el resto de la superficie del
taquizoito no presenta fluorescencia, dicha muestra debe considerarse negativa. La deteccién
de fluorescencia apical puede darse por reacciones cruzadas con otros protozoarios
apicomplexa que comparten epitopes presentes en el conoide (Paré et al., 1995). La
intensidad de la reaccion depende de la cantidad de anticuerpos presentes en el suero, siendo
mayor la intensidad de fluorescencia cuando mayor es la concentracién de anticuerpos.

Cada laboratorio debe determinar su propio punto de corte, dependiendo de la
situacion epidemiolégica (Dubey et al., 2017; Campero et al., 2018). Por ejemplo, en la EEA
INTA Balcarce, se utiliza un punto de corte de 1:100 para la seleccion de hembras bovinas
para reposicion y 1:200 para estudios epidemioldgicos. En el caso de la serologia fetal se
utiliza un punto de corte de 1:10.

Figura 2. Microfotografia obtenida al realizar la técnica de IFl en un suero control positivo
bovino, dilucion 1:200 (Nikon, 20X), donde se observan taquizoitos fluorescentes en todo su
contorno con igual intensidad. Fuente: Laboratorio de Patologia, EEA INTA Balcarce.

7.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Estas pruebas seroldgicas permiten cuantificar la reaccidn antigeno-anticuerpo a
través de una enzima conjugada a un anticuerpo secundario que en presencia del sustrato-
cromogeno desarrolla color. Diferentes tipos de ELISA han sido evaluados para el diagndstico
de neosporosis bovina (Campero et al., 2018). Pueden estar basadas en antigenos crudos o
recombinantes y se realizan en placas de poliestireno de 96 celdas de fondo plano. Se
describen un ELISA indirecto (ELISA-i) y un ELISA de competicion (ELISA-c) basados en
antigenos nativos solubles purificados y un ELISA-c basado en la proteina recombinante SAG-
1 de N. caninum (in- house).



Obtencion de antigenos

Para la obtencién de antigeno crudo se siguid la técnica de Baszler et al. (1996) y para la
obtencién del antigeno recombinante la técnica de Novoa et al. (2020), ambas técnicas con
ligeras modificaciones.

Antigenos nativos

Este antigeno nativo purificado esta constituido por una mezcla de proteinas aisladas, unidas
a polisacaridosy lipidos de N. caninum no sedimentados a altas revoluciones. Algunas de estas
proteinas son inmunodominantes y se ubican con frecuencia en la superficie de los
taquizoitos. Los anticuerpos policlonales generados después de la infeccién identifican
epitopes de estas proteinas y carbohidratos. A continuacién, se enuncian los pasos mediante
los cuales se obtienen dichos antigenos.

1. Multiplicar N. caninum en cultivos in vitro de células Vero, con Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) enriquecido con suero fetal bovino (SFB), en una atmédsfera con 5 % CO; a
37°C.

2. Despegar en forma mecanica (escobillas) las células Vero cuando el 80 % de la monocapa
esté parasitada. Centrifugar a 2000 g 20 min.

3. Liberar los taquizoitos a través de pasajes de la suspension por agujas hipodérmicas (25G).
4. Purificar y concentrar los taquizoitos en un gradiente densidad de Percoll 60 % mediante
centrifugacion a 26000 g.

5. Lavar tres veces los taquizoitos con PBSS y centrifugar a 2500 g durante 25 min.

6. Solubilizar los antigenos en PBSS usando un sonicador o un disruptor celular de alta presion.
7. Centrifugar 14000 g 45 min a 4°C.

8. Filtrar el sobrenadante (0,22 um) y ajustar a una concentracion de 0,7-1,2 mg/mL de
proteina determinada a 280 nm mediante espectrofotometria. Conservar el antigeno en
alicuotas a -80°C.

Antigeno recombinante

Este antigeno estd basado en un fragmento truncado de la proteina SAG1 de N. caninum
obtenida por recombinacion genética (tSAG1). A continuacidn, se describe el protocolo para
su obtencién.

1. Obtener ADN gendmico purificado de los taquizoitos de N. caninum.

2. Amplificar la secuencia que codifica el residuo 22-303 de la proteina SAG1 con primers que
incluyen los sitios de restriccién 5’-CATATG-3’ y G/GATCC, agregados para facilitar el clonado
utilizando las endonucleasas Ndel y BamHI (Promega, Corp., Madison, WI), respectivamente.
Incubar a 37°C durante 10 min.



3. Clonar la secuencia truncada (tSAG1) en el pldasmido pGEM-T-easy (Promega Corp.,
Madison, WI).

4. Escindir el fragmento tSAG1 con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI y subclonar el
producto en plasmido de expresién pET-9b (Novagen; MilliporeSigma), de 4340 pares de
bases. Confirmar la identidad de la nueva construccién mediante secuenciacion.

5. Expresar la proteina de fusidon usando el vector de expresidon en células competentes
Escherichia coli BL21 RIL (DE3) pLysS (Novagen; MilliporeSigma).

6. Cultivar las bacterias en medio especifico Luria-Bertani (Ej. LB broth, Gibco, USA)
suplementado con 50 pg/mL de kanamicina y 34 ug/mL de cloranfenicol, en un agitador
orbital a 150 rpm y 37°C hasta obtener una densidad éptica a 660 nm (DOeoo nm) =1,0. Inducir
la expresion de la proteina con 1% de lactosa mediante incubacién en el agitador orbital
durante 3 h. Sedimentar las células mediante centrifugacién a 4000 xg y 4°C, durante 10 min.

7. Resuspender las bacterias en un buffer de lisis (50 mM POsHNaz, 300 mM CINa, 10 mM
imidazol, pH 8,0) enriquecido con un coctel de inhibidores de las proteasas, grupo Il
(Calbiochem; MilliporeSigma) y lisarlas mediante un disruptor de células (Emulsiflex B15,
Avestin, Canada) a 20.000 psi. Centrifugar a 12.000 xg, a 4°C durante 30 min.

8. Purificar el sobrenadante por cromatografia en 2 ml de Ni-NTA Agarosa (Qiagen, Hilden,
Germany), previamente equilibrada con lisis buffer. Incubar a 4°C durante 60 min, descargar
en una columna de 1,5 x 5,0 cm y lavar con buffer de lisis con 30 mM imidazol. Eluir la rtSAG1
con 5 volumenes de una solucién de buffer de lisis con 200 mM imidazol (pH 8,0). Dializar con
PBSS (10,0 mM PO4HNa3, 1,8 mM POsH2K, 137,0 mM CINa, 2,7 mM CIK, pH 7,4). Determinar
la concentracion de la rtSAG1 mediante absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de
extincién molar (€2s0nm) equivalente a 27220/M/cm.

9. Evaluar la pureza de la proteina recombinante rtSAG1 mediante Western blot. Conservar el
antigeno en alicuotas a -80°C.

ELISA-i basado en antigeno nativo

El antigeno nativo adsorbido a la placa de ELISA, reacciona con los anticuerpos especificos
primarios presentes en el suero. La unién antigeno-anticuerpo es detectada por una anti-IgG
bovina conjugada con peroxidasa, que en presencia del sustrato (H20) y del cromégeno 2,2'-
Azino-bis (3-etilbenzothiazolin-6- acido sulfénico, ABTS) desarrolla color. Una reaccidon
positiva se manifiesta por un color verde producto de la oxidacién del ABTS por la peroxidasa
en presencia del H,0;. Laintensidad del color es directamente proporcional a la concentracién
de anticuerpos especificos y es medida en densidad éptica (DO) en un espectrofotémetro a
405 nm. Los resultados se expresan en porcentaje de positividad (% P) respecto de un suero
de referencia positivo (100 % P), Echaide et al., (2002).



Adsorcidn del antigeno nativo a las placas

El antigeno se diluye en un buffer carbonato/bicarbonato 0,06 M pH 9,6 para ajustarlo a una
concentracion de 1ug/celda, la cual fue previamente establecida respecto de un suero de
referencia positivo fuerte para lograr una DO=1 en 15 minutos (+ 20 %). Preparar una solucién
de 0,01 pg/uLy dispensar 100 pL del antigeno diluido en cada pocillo de placas de ELISA (Nunc,
269620) no tratadas sin tocar las paredes. Se agita ligeramente la placa para asegurar que el
antigeno se distribuya en el fondo de cada celda y se mantienen en reposo a 25°C durante 16
h. Si las placas no se utilizan inmediatamente, se cubren con plastico adherente y se
almacenan a -20°C, hasta su uso.

Controles

En cada placa se debe incluir un suero control positivo fuerte (C++), un suero control positivo
débil (C+), un suero control negativo (C-) y un control de conjugado (Cc) que no lleva sueroy
se reemplaza por el mismo volumen de PBSS. Los controles se evaltan por duplicado y se
sugiere colocarlos en la primera columna de cada placa. Almacenar grandes voliumenes en
alicuotas de 0,5 mL a -20°C.

Procedimiento
Importante: permitir que todos los reactivos estén entre 25°C y 28°C antes de comenzar la
prueba.

1. Quitar la cobertura de las placas congeladas después de 40 min. de incubacién a 37°C.

2. Distribuir los sueros problema y controles diluidos 1/100 en PBSS 0,01 M, pH 7,2 (buffer
dilucién, BD) 1X. Se recomienda realizar una pre-dilucién 1/10 en BD en una placa fondo en U
y luego 1/10 en BD + 4 % leche descremada (BDL) en la placa de fondo plano e incubar 60
min., en agitacion.

3. Hacer 3 lavados con PBSS 0,01 M, pH 7,2 + 0,05 Tween-20 (buffer lavado, BLT) 1X moviendo
la placa lateralmente entre lavados e invertirlas para eliminar el liquido, evitando burbujas.
No deben quedar restos de leche.

4. Preparar el conjugado 5 min. antes de finalizar la incubacion de los sueros. Diluirlo 1/2500
en BDL. Agregar 100 pL /pocillo e incubar 60 min., en agitacion.

5. Lavar las placas 3 veces como en el punto 3.

6. Preparacion del sustrato-cromdgeno. Se realiza inmediatamente antes de finalizar la
incubacién del conjugado y se recomienda prepararlo por separado para cada placa, seguin se
detalla a continuacion.

12 mL de citrato de sodio/4acido citrico 0,05M, pH 4,5. (Buffer sustrato; BS)
300 pL de ABTS
60 uL de H202al 3 %

7. Agregar 100 pL del sustrato-cromdégeno a cada celda de la placa de prueba y también a las
celdas de la primera columna de una placa limpia, la que se utilizard como blanco. Frenar la
reaccion a los 10-15 min con 100 ulL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 4 % (solucion de
frenado). El resultado de la reaccién enzimatica se obtiene mediante un lector de ELISA con



filtros de 405 nm. La DO promedio de la columna (8 pocillos) utilizada como blanco debe
restarse de la DO de cada uno de las 96 muestras de la placa (DO corregida).

Interpretacion de los resultados

Los resultados se expresan en porcentaje de positividad (% P). La DO promedio obtenida para
el C++, se considera el 100 % de positividad y se toma como referencia para obtener los % P
de los sueros problema y controles, aplicando la siguiente féormula.

% P= DO muestra corregida x 100/DO C++

Control de calidad.

Se considera que los resultados son validos cuando los valores obtenidos para los controles
resultan dentro de los limites de aceptacion segun la siguiente descripcion:

La DOasos promedio del C++ (100% P), debe resultar > 0,7 y < 2,0.
C++  95-105 %P
C+ 21 - 60%P
C- -5y 18%P
Cc -5y 12%P

El punto de corte establecido a través del analisis de una curva ROC (caracteristica receptor
Joperador) fue 225 %P, la sensibilidad diagndstica (Sen-D) 90,4 % (ClI 83,4-97,3) vy la
especificidad diagnéstica (Esp-D) 93,3% (Cl 86,2-100).

ELISA-c

El antigeno nativo o recombinante adsorbido a las placas de ELISA reacciona con el anticuerpo
primario que compite por un epitope con un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-SAG-1. La
union de los anticuerpos primarios especificos inhibe la unién de una proporcién o de todo el
AcM vy la peroxidasa (conjugada con el AcM o con un suero anti-ratdn) se elimina con los
lavados. La ausencia de la enzima mantiene al sustrato intacto lo que se manifiesta por la falta
de color, caracteristico de los sueros positivos. Los resultados se expresan en porcentaje de
inhibicion (%l) respecto del Cc que genera el 100% de color (0%l) y es el valor referente para
obtener los valores de %l de todos los sueros analizados, incluyendo los controles. La prueba
puede ser también estandarizada utilizando como valor de referencia para cada placa, el C-
en reemplazo del Cc, en este caso este control también debe ser incluido.

Adsorcidn de los antigenos

El antigeno nativo se diluye en un buffer carbonato/bicarbonato 0,06 M pH 9,6 para llevarlo
a una concentracién de 1ug/pocillo. Para ello, se prepara una solucién de 0,02 pg/uL para
dispensar 50 pL del antigeno diluido en cada pocillo de placas Polysorp Nunc (Thermo Fisher).
Incubar las placas en reposo 16 hs a 25 °C.

El antigeno recombinante se diluye en PBSS para obtener una concentracién de 0,01 pg/uLy
dispensar 100 pL de la tSAG1 en placas Polysorp Nunc (Thermo Fisher). Incubar las placas en
reposo a 4°Cdurante 16 hs. Si las placas no se utilizan inmediatamente, se cubren con plastico
adherente y se almacenan a -20°C, hasta su uso.



Controles

En cada placa se deben incluir los sueros de referencia C++, C+, C- y el Cc, como se detalla
para ELISA-i. Los controles se evaluan por duplicado y se sugiere colocarlos en la primera
columna de cada placa.

Procedimiento

ELISA-c con antigeno nativo fue estandarizado para usar un volumen final de 50 uL (antigeno,
suero, AcM, conjugado y sustrato), mientras que para ELISA-c con antigeno recombinante se
estandarizé para usar un volumen final de 100 pL. Todos los reactivos deben estar entre 25y
28°C antes de comenzar la prueba.

1. Descongelar las placas con antigeno en reposo a 37°C durante 40 min. y luego quitar la
cobertura.

2. Volcar el contenido y lavar la placa de ELISA 2 veces con 190 uL de PBSS y eliminar el liquido
restante invirtiendo y golpeando las placas sobre varias capas de papel absorbente.

3. Bloquear las placas con 200 pL de PBSS-4 % o 10 % de leche en polvo descremada (PBSS-L),
para ELISA-c con antigeno nativo o recombinante, respectivamente. Incubar en reposo
durante 60 min.

4. Volcar el contenido y lavar 3-4 veces con BLT.

Como diluyente de los sueros, AcM y conjugado se recomienda utilizar PBSS-L para ELISA-c
con antigeno nativo y PBSS-L + 0,05 % Tween-20 (PBSS-LT) para ELISA-c con antigeno
recombinante.

5. Sembrar los sueros problema y controles (C++, C+, C- y el Cc) sin diluir para ELISA-c con
antigeno nativo y diluidos 1:4 para ELISA-c con antigeno recombinante. Descargar los sueros
en el fondo de cada celda (sin tocar los bordes). Incubar 40 min. en agitacidn.

6. Volcar el contenido y lavar la placa de ELISA 3-4 veces con BLT.
7. Dispensar el anticuerpo monoclonal RafNeo5 (INTA EEA Rafaela).

A continuacién, se describen 2 alternativas, seglin se trabaje con el AcM conjugado con
peroxidasa o sin conjugar.

7.1 Prueba con AcM RafNeo5 conjugado con peroxidasa (AcM RafNeo5-HRPO, INTA EEA
Rafaela). Se aconseja preparar la solucién en volumen segun el numero de placas, 5 min antes
de finalizar la incubacion de los sueros. Preparar una dilucion 1/100 en el diluyente apropiado,
homogeneizar y mantener en oscuridad. Agregar en cada celda el volumen correspondiente
e incubar 60 min. en agitacién.

7.2 Prueba con AcM RafNeo5 no-conjugado. Preparar una dilucion 1/2000 en el diluyente
apropiado e incubar 60 min en agitacién. Hacer 3-4 Lavados con BLT. Preparar el anticuerpo



anti-ratén conjugado con peroxidasa en volumen segun el nimero de placas, diluido 1/2000
a 1/4000. Agregar el volumen correspondiente e incubar 60 min. en agitacion.

8. Volcar el contenido y lavar la placa de ELISA 3-4 veces con BLT.

9. Inmediatamente antes de finalizar la incubacién del conjugado se prepara el sustrato para
cada placa segun se detalla a continuacién:

12 mL de BS
300 pL de ABTS
60 puL de H,Oz2al 3%

Agregar el volumen correspondiente del sustrato-cromdgeno en la placa de prueba y también
en la primera columna de una placa limpia que se utilizara como blanco. Frenar la reaccién a
los 15-20 min con un volumen segun corresponda, de SDS al 4 % por celda, homogeneizar y
leer a 405 nm.

Interpretacion de los resultados.

Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion (%l). El Cc, sin suero, desarrolla un
color verde intenso. La DO promedio obtenida para el Cc se considera el 100 % de colory el 0
%l y se toma como referencia para obtener los %l de las muestras de suero y de los otros
controles.

%l=100- (DO muestra x100/DO Cc).

Control de Calidad.
La DOa4gs del Cc (100 %), debe resultar > 0,7 y < 2,0.

C++ 80-113 %l
C+ 25y 75%I
C- -5y 18%I
Cc -15 y 9%P

El punto de corte establecido mediante el analisis ROC para ELISA-c con antigeno nativo fue
225 %l, La Sen-D 96,7 % (Cl 95 %= 93,3-98,7) y la Esp-D 98,9 % (Cl 95 %=96,2-99,9).

El punto de corte para ELISA-c con antigeno recombinante fue > 29 %l, La Sen-D 98,7 % (Cl 95
%= 96,8-99,7) y la Esp-D 97,9% (Cl 95 %=96,8-99,7).

Materiales

Agitador orbital

Lavador automatico para placas (optativo)
Lector de ELISA

Incubadoras

Placas de ELISA

Micropipetas mono y multicanales
Plasticos fungibles



Reactivos y Soluciones

Anticuerpo monoclonal anti- SAG1 de N. caninum (AcM RafNeo5) (INTA EEA Rafaela).
Anticuerpo monoclonal anti- SAG1 de N. caninum conjugado con HRPO (AcM RafNeo5F8-

HRPO). (INTA EEA Rafaela).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-IgG bovina, conjugado con HRPO (SIGMA).

Anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén, conjugado con HRPO (Jackson Immuno Research)

Sustrato. H,023 % (SIGMA).

Cromoégeno. 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzothiazolin-6- dcido sulfénico), ABTS (SIGMA).

Bloqueante. Leche en polvo descremada Svelty (Nestlé).

Buffer para adsorcidn de antigeno
Buffer carbonato/ bicarbonato,

0,06M pH 9,6

Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) 3,80¢g
Carbonato de sodio (NaCOs) 193¢
H,0 destilada c.s.p. 1000 mL
Buffer diluyente 5X

PBSS 0,01 M pH 7,2

Cloruro de sodio (NaCl) 42,50 ¢g
Fosfato de sodio monobasico (POsH2Na.H20) 1,60g
Fosfato de sodio dibasico (POsHNa3) 550¢g
H,0 destilada c.s.p. 1000 mL
Solucién de trabajo diluir 1/5

Buffer lavado 1X

PBSS 0,01 M pH 7,2 1000 mL
Tween-20 (0,05%) 0,5 mL
Buffer sustrato

Citrato de sodio/acido citrico 0,05M, pH 4,5

Citrato trisddico (NasCHs07. 2H;0) 3,82¢g
Acido citrico (H3CsHs07) 2,30g
Agua destilada c.s.p. 500 mL

Solucion de frenado
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 4%.
Mantener a 37°C para evitar que precipite.

Las soluciones de trabajo (1X) pueden mantenerse refrigeradas a 8°C o congeladas a -20°C.



Consideraciones generales

La estandarizacién de la técnica de ELISA requiere de la evaluacién de la sensibilidad y
especificidad analitica. La sensibilidad analitica de la prueba corresponde a la mayor dilucion
gue permite detectar el anticuerpo especifico a determinar y es de utilidad para seleccionar
sueros de referencia positivos (fuertes y débiles). La especificidad analitica evalta la ausencia
de reacciones seroldgicas cruzadas y se establece mediante el uso de un panel de sueros
derivados de animales que han experimentado infecciones con organismos relacionados.
Ambos pardmetros son relevantes, porque si la prueba no detectara en forma eficiente
anticuerpos en diluciones limitantes de suero, o si hubiera reactividad cruzada frecuente, los
reactivos deberian recalibrarse o reemplazarse, o el ensayo no deberia considerarse.

Los principales pardmetros a obtener durante la validacién de ELISA son la Sen-D y la Esp-D
gue permiten construir el punto de corte dptimo de la prueba para diferenciar muestras
positivas de negativas. Estos pardmetros resultan del andlisis de muestras de referencia
provenientes de animales con estado de infecciéon conocido en relacion a la enfermedad
objetivo. La Sen-D establece la proporcién de animales de referencia infectados conocidos
gue dan positivo en el ensayo, mientras que los animales infectados que dan negativo se
consideran falsos negativos. La Esp-D es la proporcidn de animales de referencia no infectados
gue resultan negativos en el ensayo, mientras que aquellos que resultan positivos, se
consideran falsos positivos. El nUmero y el origen de las muestras de referencia utilizadas para
obtener la Sen-D y la Esp-D son de suma importancia, ya que el ensayo debe estar
debidamente validado para ser aplicado en una poblacidn objetivo. Debido a las diferentes
variables que deben ser analizadas, se considera que al menos 300 muestras de referencia
obtenidas de animales infectados y no menos de 1.000 muestras obtenidas de animales no
infectados deberian incluirse para establecer estimaciones iniciales de Sen-D y Esp-D,
respectivamente. Sin embargo, se puede utilizar un punto de corte obtenido con menor
numero de muestras, el que posteriormente podra consolidarse a medida que se incorporen
datos de animales con estatus de infeccion conocida. Si este ultima fuera el caso, el nUmero
de muestras de animales infectados deberia ampliarse a aproximadamente a 1.000 y el de
animales no infectados a 5.000, para establecer estimaciones precisas de Sen-D y Esp-D,
particularmente cuando la prueba se quiere implementar a nivel nacional.

Puntos de corte

Existen diferentes métodos para calcular el punto de corte asociado a una técnica de ELISA,
segun la disponibilidad de sueros de referencia. La distribucidon de la frecuencia de los
resultados expresados en % P (ELISA-i) o % | (ELISA-c), correspondiente a los animales de
referencia con estatus de infeccidn conocido respecto a una enfermedad, genera una curva
bimodal caracteristica donde la poblacién no infectada se distribuye a la izquierda de la
abscisa formando una curva de Gauss imperfecta y los infectados se dispersan hacia la
derecha de la misma (Figura 3). A través del analisis de una curva ROC (Caracteristicas
Receptor-Operador) se pueden determinar los parametros de rendimiento de la prueba. La
curva ROC es una representacion grafica de la Sen-D y la Esp-D para cada punto de los
intervalos de frecuencia de los % P (ELISA-i) o % | (ELISA-c) representados en la abscisa. El
punto de corte éptimo en la abscisa se corresponde con el valor maximo resultante de la suma
de la Sen-D y la Esp-D. Estos métodos proporcionan un medio estadisticamente sdélido para
determinar un punto de corte para un ensayo.



N° de animales
140 -

120
100 - Punto de corte 27%l (ROC)
80 -

60 4 No infectados

(n=560)
40 -
20 -
A VEP Infectados (n=280
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
15 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 €0 65 70 75 80 85 90 95 100

ELISA-c (%)

Figura 3. Distribucion de frecuencia de los % de inhibicion (% |) obtenidos mediante ELISA-c
de sueros de animales cuya condicidn respecto a la infeccion se conoce. En la interseccion
entre ambas distribuciones de frecuencias se situa el punto de corte obtenido por analisis
ROC. FN: falsos negativos. FP: falsos positivos.

Cuando sélo se dispone de sueros de referencia de animales no infectados, se puede utilizar
como punto de corte el promedio de los valores de ELISA obtenidos, mas 2 a 3 desviaciones
estandar (Tabla 2). Se observé que el promedio del valor negativo + 2,5 DS muestra mayor
similitud con el punto de corte obtenido por analisis ROC.

Tabla 2: Puntos de corte basados en el promedio de los valores de ELISA-c (%l) + 2 a 3
desviaciones estandar (DS) para bovinos no infectados respecto a neosporosis (n= 560).

Promedio (%l) DS 2DS 2,5DS 3DS
7,375 8,420 16,84 21,05 25,26
Puntos de corte (%) 24 28 33

Puntos de corte entre 24 % | y 33 % | obtenidos por este método podrian ser seleccionados y
utilizarse para diferentes situaciones epidemioldgicas. En contraste, el analisis ROC de toda la
poblacién analizada (560 sueros provenientes de animales no infectados y 280 de animales
infectados), mostrd un punto de corte de 27 % | (Figura 3). Si bien el método del andlisis de la
poblacién no infectada carece de validez estadistica, se espera que el 95 % - 99 % de los
animales no infectados de la poblacién se agrupen con la poblacidn negativa. El uso exclusivo
de animales no infectados no permite calcular la Sen-D. Por tal motivo, este sistema se



recomienda Unicamente para pruebas en las que la estimacion de la Esp-D es crucial y la Sen-
D, tenga escaso valor. Por ejemplo, cuando se use una prueba confirmatoria disefiada para
descartar falsos resultados positivos (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de frecuencia de los % de inhibicidn (% 1) obtenidos mediante ELISA-c
empleando sueros de animales no infectados. El valor de % | promedio mds 2 DS, 2,5 DS, 3 DS
generan puntos de corte de 24 % 1, 28 % | y 33 % |, respectivamente. Solo se graficé el punto
de corte de 28 % I.

En algunas ocasiones, resulta imposible obtener muestras de bovinos infectados o no
infectados para establecer un punto de corte mediante los métodos descritos anteriormente.
Una estrategia basada en el analisis de sueros extraidos aleatoriamente de una poblacion
objetivo sin conocimiento previo de la ausencia o presencia de la infeccion en los animales
donantes (mezcla), ofrece la posibilidad de elegir un punto de corte intrinseco. En estos casos,
se realiza una curva de distribucién de los valores obtenidos de % P (ELISA-i) 0 % | (ELISA-c) de
animales analizados en esa poblacién. Un simple examen visual de los datos trazados ofrece
la posibilidad de seleccionar uno o mas puntos de corte en el rango donde finaliza la curva de
Gauss imperfecta, caracteristica de los no infectados (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de la frecuencia de los % de inhibicién (% |) obtenidos por ELISA-c en
mezclas de muestras de animales sin conocimiento previo del estatus de infeccidn respecto
de una enfermedad. Al final de la curva de Gauss imperfecta, caracteristica de la poblacion no
infectada, se puede seleccionar el punto de corte intrinseco en el rango de 25a30 % I.

El analisis de las distribuciones de los % P o0 % | en una poblacién mezcla, es una potente
herramienta para realizar estimaciones no sesgadas de seroprevalencia, ya que evita el sesgo
en el que puede incurrirse al admitir que los sueros de una poblacién de referencia son
representativos de la poblacién objetivo. El inconveniente de este procedimiento es que no
permite calcular la Sen-D ni la Esp-D. Sin embargo, se pueden establecer estos dos pardametros
para el ensayo, confirmando posteriormente la presencia o ausencia de infeccidn, a través de
la comparacion con técnicas seroldgicas alternativas, histopatoldgicas y/o moleculares.

Es posible trabajar con diferentes puntos de corte de acuerdo al objetivo del trabajo. A
medida que el punto de corte se desplaza hacia la izquierda, la Sen-D aumenta y la Esp-D
disminuye y a medida que el punto de corte se desplaza hacia la derecha la Sen-D disminuye
y la Esp-D aumenta. Un analisis ROC dard un punto de corte dptimo, pero en la practica se lo
puede disminuir para alcanzar el 100 % de Sen-D cuando, por ejemplo, se quieren seleccionar
animales libres de una enfermedad para incorporar a un rodeo, sin importar que algunos
falsos positivos sean condenados. Alternativamente, para enfermedades de baja
morbilidad/mortalidad, el sacrificio de animales no infectados no es aceptable, por lo que se
puede elevar el punto de corte para asegurar que los animales no infectados no se clasifiquen
erréneamente como positivos (Jacobson, 1998).

8. Necropsia del feto y muestreo de tejidos/fluidos

Las lesiones macroscépicas en fetos abortados por N. caninum pueden ser edema y
congestién subcutdnea, deformidades éseas y presencia de estrias blanquecinas en el
epicardio. Un hallazgo mas comunmente observado es la momificacién fetal (Figura 1) pero
deberd considerarse la realizacion del diagndstico diferencial con el virus de la Diarrea Viral
Bovina. El estudio histopatoldgico del feto es relevante en el diagndstico de la neosporosis
bovina ya que la identificaciéon de lesiones microscépicas demuestra un desequilibrio en la
relacidon pardsito-hospedador. Es decir, considerando que el protozoo se transmite tan



eficientemente desde la madre a su progenie existe una alta probabilidad de encontrar
infecciones congénitas no necesariamente asociadas a la presentacion de abortos. Mas aun,
en presencia de pruebas diagnodsticas directas (presencia de ADN por PCR) o indirectas
(presencia de anticuerpos por IFl) que resulten positivas el diagndstico de aborto por N.
caninum debera fundamentarse por la presencia de lesiones histopatoldgicas.

Tratando de evitar todo tipo de contaminacién se debe obtener al menos 0,5 mL de
fluido de las cavidades (abdominal, toracica y/o pericardica) con jeringa de 5 mL y aguja
hipodérmica tamafio 18x12G, el cual se colocard en tubo plastico para realizar diagndstico
seroldgico. Si no hubiera liquido en el momento del muestreo, se sugiere colocar solucion
fisiolégica estéril en la cavidad e intentar su recuperacidon con el mismo objetivo. Para el
examen del craneo se sugiere desarticular la articulacidon occipito-atloidea. Con sierra se
deben realizar tres cortes, uno mediante una linea virtual transversal a nivel parietal que una
los angulos internos de las dos cavidades orbitales (ocular). Desde alli hacer dos cortes
laterales hacia el foramen magno del hueso occipital. Luego se debe levantar la parte dsea
del craneo que se cortd con ayuda de cuchillo o hacha de mano haciendo “palanca”; con tijera
cortar la duramadre y retirar el encéfalo de su cavidad cortando los bulbos olfatorios hacia
craneal y nervios craneales. Si fuera necesario se puede obtener una muestra de tejido
encefalico flameando la superficie del cerebro a la altura de cerebelo y base (Figura 6). En
esta muestra puede intentarse la identificacidn de N. caninum mediante PCR. Luego cortar un
hemiencéfalo y colocarlo en formol al 10 % (una parte de formaldehido comercial y 9 partes
de agua destilada) en un recipiente de boca ancha para su futuro andlisis histopatolégico e
inmunohistoquimico. Se deben incluir muestras de pulmén, corazén, timo, higado, bazo,
rifidn, glandula adrenal, lengua, linfonodos mesentéricos y preescapular, intestino delgado,
musculos periorbitales, musculo esquelético del miembro posterior y diafragma, entre otros.
Colocar los trozos de odrganos preferentemente en forma individual y en recipientes
adecuados. Si se encontrara la placenta, se recomienda recolectar una muestra de un
placentoma.
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Figura 6. Obtencion de muestras de SNC de diferentes regiones anatémicas. Fuente:
Laboratorio de Patologia, EEA INTA Balcarce



9. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Fundamento

El objetivo de esta técnica de diagndstico es obtener un gran nimero de copias de un
fragmento de ADN, partiendo de una copia de ese fragmento original o molde. El fragmento
de ADN original se puede obtener a partir de cultivos de microorganismos o directamente de
muestras clinicas. El procedimiento puede ser realizado por PCR convencional o gPCR (en
tiempo real), que usan como secuencia blanco regiones conservadas de genes que codifican
el rRNA y regiones espaciadoras (ITS).

El diagndstico por PCR ofrece ventajas como:

- Mayor sensibilidad
- Menor tiempo de diagndstico
- No requiere que los microorganismos estén viables

La sensibilidad de la técnica dependerd de diversos factores, como:

- Calidad de la muestra clinica

- Tiempo de transporte al laboratorio

- Temperatura durante el transporte

- Método de extraccion del ADN (casero, kit comercial)

Para el diagndstico de N. caninum la extraccidn de ADN se realiza preferentemente a
partir de muestras de sistema nervioso central (corteza y base encefalica). En el caso de que
este tejido no esté disponible, otra alternativa seria realizar la extraccion desde otros dos
tejidos como corazén y pulmon.

Extraccion de ADN

La extraccién y purificacion de ADN en el INTA Balcarce se realiza por columnas
mediante el kit “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche, N° catdlogo: 11796828001),
siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante.

PCR anidada

Para la deteccion de ADN de N. caninum se utiliza una PCR anidada (nested PCR o
nPCR) para la regién ITS1 adaptada a un tubo, descripta previamente por Regidor-Cerrillo et
al. (2014).



Para la realizacién de esta PCR se utilizan los siguientes pares de primers:

Nombre Secuencia
TgNN1 5’-CCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAG-3’
TgNN2 5’-GCGAGCCAAGACATCCATTGCTGA-3’
NP1 5’-TACTACTCCCTGTGAGTTG-3’
NP2 5’-TCTCTTCCCTCAAACGCT-3’

Los reactivos a utilizar con sus respectivas concentraciones se describen a continuacién:

- Enzima Taq polimerasa 1 u/ul (N° catdlogo M7841 GoTaq® G2 DNA Polymerase,
Promega, EE.UU.)

- Buffer de reaccidn 5X (5X Green GoTag® Reaction buffer)

- Cloruro de magnesio 50 mM

- dNTP 10 mM (N° catalogo 1K0102, Set de dNTPs 100mM 4 x 25ul, Embiotec, Argentina)

- Lasolucién de trabajo de los primers TgNN1-TgNN2 y NP1-NP2 serd 2 uM.

- Agua grado biologia molecular, libre de DNAsa y RNAsa c.s.p.

Detalle de las cantidades usada para una reaccién con un volumen final de 25 pL:

Voliimenes de reactivos (uL)/1

REACTIVO Concentracién inicial Concentracién final .
reaccion
Agua - - 3,885
Buffer (5X Green GoTag® 5 x Ix 5
Reaction Buffer)
MgCl2 50 mM 0,5mM 0,25
dNTP 10 mM 0,25 mM 0,5
TGNN1, 0,12 (c/u)
o Tﬁ;‘;‘z 2 uM (clu) 0,01 M (clu) .
NP3 2 uM (clu) 0,4 M (clu) (clu)
GoTag®G2 DNA Polymerase 5u/ uL 1,25u 0,125

ADN - 60 ng/uL 5




Condiciones de ciclado para la reaccién:

1 ciclo: 94°C; 3 min.

15 ciclos: 94°C; 30 seg.
65°C; 45 seg.
72°C, 1 min.

35 ciclos: 94°C; 30 seg
54°C; 1,30 min.
72°C; 3 min.

1ciclo: 72°C; 5 min.

Final: 15°C; oo.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.6 % para visualizacién del producto de PCR para
N. caninum de 279 pb. MPM: marcador de peso molecular, cada banda marca 100 pb, notar:
banda gruesa corresponde a 500 pb. Calle 1: control positivo (ADN de taquizoitos de cepa de
referencia NC-1), calle 4: control negativo (agua libre de DNAsas), calle 2: ADN obtenido a
partir de SNC de feto bovino positivo por HP, IFl e IHQ, calle 3: ADN obtenido de SNC de feto
bovino negativo. Fuente: Laboratorio de Patologia, EEA INTA Balcarce.

10. Pruebas complementarias

10.1. Immunoblot (IB)

Fundamento
La técnica de IB para N. caninum es una prueba seroldgica que permite tanto la
caracterizacion de proteinas (antigenos) de distintas cepas de N. caninum, como la deteccion



de anticuerpos en muestras problema (sueros, liquidos fetales, leche). En este ultimo caso,
las proteinas conocidas permiten identificar los anticuerpos generados frente a antigenos
inmunodominantes (IDAs). Las proteinas de un lisado de taquizoitos de N. caninum son
separadas mediante electroforesis en geles SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones
desnaturalizante/no desnaturalizante, formando bandas que luego son transferidas a una
membrana (nitrocelulosa o de fluoruro de polifluoruro de vinilideno [PVDF]), conservando el
mismo patrén de bandas logrado en el gel. Para identificar la unién antigeno-anticuerpo se
utiliza un anticuerpo anti-inmunoglobulina especifica de especie conjugada a una enzima (i.e.
peroxidasa). La adicidon de sustrato-cromdgeno incoloro sobre el que actuara la enzima,
adquiere coloracién tifiendo las bandas de la membrana y marcando los IDAs.

La técnica de IB combina la alta resolucién de la electroforesis y la especificidad de la
unidén antigeno-anticuerpo. Es Util para confirmar muestras consideradas "dudosas™ por otras
pruebas. Para el caso de liquidos fetales su uso aumenta la sensibilidad en la deteccién de
anticuerpos.

Las desventajas radican principalmente en la neurotoxicidad de la poliacrilamida, su
desarrollo laborioso y prolongado, y el requerimiento de equipamiento especial manejado
por personal entrenado.

El patréon reconocido de bandas generado por la electroforesis, es utilizado como
criterio para clasificar una muestra como positiva o negativa.

La metodologia que a continuacidn se describe fue adaptada del protocolo utilizado
en el LAINPA, FCV-UNLP, para el diagndstico seroldgico de neosporosis (Campero, 2014) y fue
modificado del protocolo de Schares et al. (1998).

Reactivos, materiales utilizados y sugerencias
- Buffer de muestra (5X, en condiciones No desnaturalizantes)

Tris (hydroxymethy) aminoethanol 3,75¢g
SDS 10,00 g
Glicerina 35,00 mL
Azul bromofenol 25,00 mg
Agua destilada c.s.p. 100,00 mL

pH 6,8 ajustar con HCl. Conservar en alicuotas a -20°C. La alicuota en uso se conserva a
temperatura ambiente.

- Buffer Tris-HCI 0,5M (Solucién A, buffer para gel concentrador)
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 6,06 g

SDS 10 % (w/v) 4,00 mL
Agua destilada c.s.p. 100 mL

pH 6,8 ajustarlo con HCl. Conservar en frasco protegido de la luz a 4 °C.

- Buffer Tris-HCI 1,5M (Solucién B, buffer para gel separador)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethane 18,17 g
10 % (w/v) SDS 4,00 mL
Agua destilada c.s.p. 100 mL

pH 8,8 ajustarlo con HCl. Conservar protegido de la luz a 4°C.



- Acrilamida (Solucién C, solucion stock de acrilamida):

Acrilamida 30,00 g
N,N‘-methylen-bisacrilamida 0,80¢g
Agua destilada csp 100 mL

Conservar en frasco protegido de la luz a 4°C.

- Buffer de electroforesis (5X)

Tris (hydroxymethyl) aminomethanol 15,20 g
Glicina 72,10 g
SDS 500¢g
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Conservar en frasco protegido de la luz a 4°C.

- Amonio persulfato (APS) 30 % (w/v): se prepara en agua destilada y se conserva a -20°C en
alicuotas.

- N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED): se conserva a temperatura ambiente
protegido de la luz.

- Marcador de peso molecular para proteinas: Se conserva a -20°C.

- Membrana PVDF (Millipore Immobilon-P Membrane, PVDF, 0,45um, 26,5cm x3,75m rollo;
Cddigo: IPVH00010).

- Filtros Gel Blot Paper: Cortar 6 filtros por cada membrana de antigeno.

- Buffer Anidnico:

Tris (hydroxyl-methyl) amino methanol 3,03g
20% metanol (V/V) 200 mL
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

- Tincion con tinta china:

Acido acético (CH3-COOH) (M= 60,05 g/ mol) 5,00 mL
Tinta china 0,50 mL
PBSS (1X)- 0,05% Tween-20 500 mL

Conservar a temperatura ambiente y agitar antes de usar.

- Solucién de bloqueo:
PBSS (1X)- 0,05 % Tween-20
2 % de gelatina de pescado (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU. N 2 de catadlogo G7765)

- Solucion de lavado:
PBSS (1X)- 0,05 % Tween-20.



- Conjugado:
Peroxidase-Conjugated Affinipure goat antibovine IgG (H+L) Anti-IgG bovina-peroxidasa
(Jackson Immuno Res., EE.UU.) diluido 1:1000 en PBSS 1X.

- Sustrato:

4-chloro-1-naphthol (Sigma, Cédigo: 6788) 30 mg
Metanol 10 mL
PBSS (PBSS 1X a 4°C) 30 mL
30% H20; 40 pL

Procedimiento
1- Elaboracién del antigeno:

Por membrana se necesitan 4x107 taquizoitos de N. caninum resuspendidos en 150
uL de agua destilada, que al momento de realizar la electroforesis se debe sonicar a 50 ciclos
de 1 minuto cada uno 3 veces. Luego se debe agregar 50 uL de buffer de muestra y calentar
en termobloque a 94°C por 5 min. previo a sembrar en gel.

2- SDS-PAGE en condiciones no reducidas:

Gel de corrida (al 12,5 %):

Solucion B: 2,5mL
Solucioén C: 4,2 mL
Agua destilada: 3,3 mL
TEMED: 10 uL
APS al 30%: 50 uL
Gel de concentracion:

Solucion A: 1,5 mL
Solucioén C: 0,7 mL
Agua destilada: 3,6 mL
TEMED: 5uL
APS al 30 %: 20 pL

3- Inmunotransferencia

Sumergir 6 filtros (para 1 membrana) en buffer aniénico. La membrana de PVDF debe
primero ser activada sumergiéndola unos segundos en metanol puro y luego debe ser lavada
en agua destilada. Luego sumergir la membrana en buffer anidnico. Luego sumergir el gel en
buffer aniénico y armar el dispositivo para la transferencia de proteinas segun el siguiente
esquema:



I - C:todo
3 filtros
Gel
Membrana

3 filtros
I + Anodo

Realizar la corrida electroforética. Se pueden cortar tiras de ambos extremos de la membrana
para ser tefiidas utilizando Tinta China para asegurarse una correcta corrida del antigeno.
Bloguear la membrana con solucién de bloqueo por 30 min. y dejar secar previo a ser
conservadas a -20°C.

Immunoblot

1- Cortar la membrana del antigeno en tiras de 3 a 4 mm de ancho. Cortar tantas tiras como
muestras a probar e incluir una tira para el control positivo y una tira para el control negativo.
2- Incubar las tiras 30 min. con solucién de bloqueo en agitacion a temperatura ambiente.

3- Eliminar la solucién de bloqueo e incubar cada tira con el suero problema respectivo diluido
1:100 (para sueros bovinos) en solucion de bloqueo y los controles positivos y negativos por
una hora.

4- Lavar 5 veces con solucién de lavado, 2 min. cada lavado.

5- Incubar las tiras con el conjugado por una hora.

6- Realizar 3 lavados de las tiras con solucién de lavado y 2 lavados con PBSS 1X.

7- Incubar las tiras con el sustrato por 20 min. (se necesitan 500—1000 pL de solucidn por tira).
8- Detener la reaccién con agua destilada y dejar las tiras secar en papel adsorbente.

Interpretacion de resultado

Para sueros bovinos se registran las reacciones hacia 5 IDAs con pesos moleculares de 17-19,
29, 30, 33 y 37 kDa. La interpretacién de estos resultados es (Figura 8):

- reconocimiento de 2 o mas IDAs: positivo

- reconocimiento de 1 IDA: inconcluso

- sin reconocimiento de IDA: negativo
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Figura 8. A. Muestras de vacas infectadas natural y experimentalmente a N. caninum. B.
Muestras de vacas naturalmente expuestas a N. caninum con distintos titulos de IFl. MPM=
marcador de peso molecular; a: suero de vaca naturalmente infectada; b: suero de vaca
experimentalmente infectada; (—): Suero de vaca seronegativa; los titulos de IFl estan
expresados inversamente al titulo final. Fuente: extraido de Campero et al. (2015).

10.2 Inmunohistoquimica (IHQ)
Fundamento

Consiste en la inmunomarcacidon de antigenos, formas o estadios parasitarios
facilitando la visualizacidon en el microscopio dptico. Para el caso de IHQ aplicada a la
neosporosis bovina es esencial elegir tejidos que hayan presentado lesiones microscépicas de
encefalitis multifocal necrotizante, miocarditis, neumonia o miositis no supurativas.

Kit IHQ ENVISION: DAKO (AGILENT) EnVision Detection Systems, peroxidase/DAB,
Rabbit

Anticuerpo primario NEOSPORA: Poaliclonal en conejo contra taquizoitos de N. caninum (BPA-1).
Origen: CVDLS, EE.UU. Diluir 1/300

PBS Sigma 1000-3 pH 7,4 a 25°C 12 pks. Preparar 10x y luego ir diluyendo.
PBS-T 1ml de Tween-20 en 1000ml de PBSS pH 7,4

Pepsina Sigma P-7000 x 100g

Caseina Sigma C-5890 x 500 g

Cromoégeno AEC AEC Substrate-Chromogen, Dako K3464, 1100 tests

http://www.dako.com/dist/download.pdf?objectid=105417003



http://www.dako.com/dist/download.pdf?objectid=105417003

Procedimiento:
1- Colocar los portaobjetos con las secciones de tejidos la noche previa a 37°C.

2- Preparar el tratamiento enzimatico (pepsina) para el desenmascaramiento (a usar mas
adelante):

- en 150 mL de agua destilada
- agregar 1,5 mLde HCI 1IN
- agregar 0,6 g de pepsina

Disolver con agitador. Colocar la solucién en un recipiente a bafio maria a 37°C durante
30 min. antes de su uso.

3- Preparar la solucidn para bloquear la peroxidasa endégena:

- en 180 mL de metanol
- agregar 20 mL de peréxido de hidrégeno al 30 %

4- Preparar las diluciones de anticuerpos: usando guantes, hacerlo al menos 30 min. antes de
Su uso, una vez preparado protegerlo de la luz:

- Diluir el anticuerpo primario (Neospora, en PBSS-Tween-0,1%)
- Seusan 200 ulL por placa

5- Desparafinar haciendo 3 lavados de 10 min. en xilol (enjuagar 15 veces durante la primera
pasada).

6- Realizar 3 lavados durante 2 min. en alcohol absoluto.

7- Sumergir los portaobjetos en la solucién de bloqueo de la peroxidasa endégena por 10
min. en lugar oscuro.

8- Realizar 2 lavados durante 2 min. en alcohol 959, y un lavado durante 2 min en alcohol 70¢2.
9- Lavar 5 min. con agua destilada.

10- Desenmascaramiento usando tratamiento con pepsina: Incubar los portaobjetos durante
15 min. a 37°C a bafio maria.

11-Lavar los portaobjetos durante 5 min. en agua destilada y colocar los portaobjetos en el
rack de capilaridad. Luego lavar los portaobjetos en el rack durante 5 min. en PBSS 1X.

12- Escurrir y absorber por capilaridad la solucion de bloqueo (caseina). Incubar durante 10
min. a temperatura ambiente. Para preparar esta solucion de bloqueo de caseina:

- en 1000 mL de PBSS 1X pH7,2

- agregar 5 g de caseina

- agregar 0,5 g de timerosal

- agregar 1 mL de Tween-20. Dejar una noche en agitador para que se disuelva la
caseina. Ajustar a pH 7,4 luego de disolver. Guardar en heladera y sacar alicuotas al
usarla.

13- Escurrir y absorber por capilaridad el Ac primario. Incubar 45 min. a 37°C en camara
himeda.



14- Lavar 3 veces en PBSS-T

15- Escurrir y absorber por capilaridad el Ac secundario, provisto ya preparado en el kit.
Incubar durante 30 min. a 37°C en cdmara humeda.

16- Preparar el cromégeno DAB (provisto en el kit Dako): por cada 1mL de substrato (frasco
grande del kit), 1 gota de cromdgeno (frasco chico del kit)

17- Lavar los portaobjetos 5 min. en PBS-T.

18- Escurrir y absorber por capilaridad el cromégeno DAB, incubar durante 5 min. a
temperatura ambiente.

19- Lavar 5 min. en PBS-T.

20- Lavar durante 5 min. en PBS-T y luego con agua destilada, donde se sacan los portaobjetos
del rack de capilaridad y se pasan a un rack comun.

21- Colorear (contraste) con hematoxilina, durante 5 min.
22- Lavar con agua de canilla por 2 min.

23- Alcohol 4cido — agua amoniacal por 1 min 30 seg.

24- Agua corriente

25- Agua destilada

26- Alcohol 96° (2 bafios)

27- Alcohol 100 (2 bafios)

28- Xilol (2 bafios)

29- Lavar con agua destilada

30- Montaje y observacién a mayor y menor aumento con un microscopio éptico (MO).

W

Figura 9. Lesidn caracteristica de encefalitis necrotizante multifocal no supurativa (flecha)
causada por N. caninum en un feto bovino (40x MO). Fuente: Laboratorio de Patologia EEA
INTA Balcarce.
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Figura 10. Presencia de antigenos parasitarios y formas parasitarias (flecha) compatibles con
taquizoitos en el miocardio de un feto bovino evidenciados por IHQ. Fuente: Laboratorio de
Patologia EEA INTA Balcarce.

10.3. Real time PCR

La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) utiliza el sistema SYBR Green para
la cuantificacion de ADN de N. caninum como asi también para la cuantificaciéon del ADN
gendmico del hospedador (Collantes Fernandez et al., 2002). Para ello se utilizan primers
disefiados para amplificar las regiones NC5 del genoma de N. caninum (GenBank N2 X84238)
y el gen 28S ARNr (GenBank N2 X00525). Esta prueba esta disefada para la cuantificacion del
ADN de N. caninum en muestras bioldgicas.

Fundamentos y consideraciones

La deteccién del producto de PCR que se va sintetizando en el curso de la reaccion es
cuantificada mediante el uso de sistemas de marcado con fluorescencia. La cantidad de
fluorescencia emitida procedente del producto que se esta sintetizando durante la reaccion
de PCR incrementa con cada ciclo de amplificacidn y esta reaccién es captada a medida que
transcurre la reaccion, por ello se denomina reaccidn en tiempo real. La cuantificacion se
realiza durante la fase exponencial de amplificacidn, es decir, cuando la cantidad de
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad del ADN molde inicial presente en la
muestra. Cuando hay suficiente producto de doble cadena sintetizado, se incrementa la
fluorescencia y ese punto es lo que se define como ciclo umbral o Ct (Cycle threshold). Cuando
una muestra supera este umbral, es considerada positiva.

A partir de una curva estandar con cantidades conocidas de ADN de parasitos se puede
cuantificar una muestra problema. El nimero de parasitos y los miligramos de ADN del
hospedador en las muestras son calculados por interpolacion en la curva estandar



correspondiente, donde los valores de Ct son representados frente al logaritmo de una
concentracion conocida de un estandar para ADN de N. caninum o del hospedador.

Es aconsejable realizar la cuantificacion del ADN del hospedador con el fin de poder
comparar la carga parasitaria en diferentes muestras, érganos, hospedadores y evaluar la
presencia de potenciales inhibidores de la PCR en las muestras. También es recomendable
evaluar las curvas de disociacién de los productos amplificados, con el fin de corroborar la
presencia de un unico producto de PCR a la temperatura de melting indicada en aquellas
muestras que contienen DNA de N. caninum.

Materiales

Reactivos:

- FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche, N° codigo: FSUSGMMRO)
- Primers:

Nombre Secuencia
28S Forward 5-TGC CAT GGT AAT CCT GCT CA-3
28S Reverse 5'- CCT CAG CCA AGC ACA TAC ACC-3
NC5 Forward 5-ACT GGA GGC ACG CTG AAC AC-3'
NC5 Reverse 5'-AAC AAT GCT TCG CAA GAG GAA-3’

Preparacion de la mezcla para la reaccion de PCR

Detalle de las cantidades usada para una reaccién con un volumen final de 50 uL:

REACTIVO Concentracion ¢\ centracién final ~ '0lumenes de reactivos
inicial (UL)1 reaccion
Agua - - 19
FastStart Universal SYBR 25
2X 1x
Green Master (ROX)
Primers Primer Forward* 30 uM 300 nM 0,5
rimer

Primer Reverse* 30 uM 300 nM 0,5

ADN - hasta 250 ng totales 5

* Se debe preparar una mix por cada par de primers: una mix para amplificar N. caninum
(NC5) y otra mix para amplificar el ADN del hospedador (28S).

Interpretacion y expresion de resultados

Con relacidn a la especificidad de la técnica, en las curvas de disociacion se debe
detectar un Unico producto (pico) en las muestras con ADN del pardsito. En caso que se
detecte mas de un producto en la curva de disociacidn se recomienda verificar el tamafio de
los productos amplificados por electroforesis. El tamafio esperado del producto de
amplificacién para N. caninum es de 76 pb. El nimero de taquizoitos y la cantidad de ADN



gendmico del tejido presente en la muestra se calculan interpolando en la correspondiente
curva estdndar. El resultado final se expresa como el nUmero de taquizoitos por miligramo de
ADN de tejido del hospedador.

Comentarios relevantes

El empleo de la qPCR para detectar y cuantificar la carga parasitaria tiene varias
ventajas sobre la PCR convencional, ya que tanto la amplificaciéon del producto, como su
deteccion y cuantificacion tienen lugar en el mismo tubo, evitando asi la manipulacién tras la
reaccion y reduciendo el riesgo de contaminacion. Ademas, el uso del detector SYBR Green
no requiere el empleo de sondas de hibridacién especificas.
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