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RESUMEN

Neospora caninum es considerada una enfermedad parasitaria importante, debido a
qgue genera pérdidas econdmicas en el ganado bovino provocando problemas
reproductivos como abortos. Se considera una enfermedad de importancia en la
ganaderia de leche y de carne, por lo que aln se siguen estudiando métodos de
control y de diagnostico con fines inmunovacunales. El presente estudio tuvo como
objetivo producir antigeno de Neospora caninum mediante el cultivo celular con la
linea celular Vero a partir de la cepa de Neospora caninum NC1. Con este fin se
emplearon la técnica de cultivo celular extranjera para Neospora caninum por
primera vez en nuestro pais y la universidad FAVEZ UPCH, observando al inicio
dificultad en el mantenimiento y la produccién de la cepa parasitaria, se abordd
protocolos de bioseguridad y asepsia que fueron de importancia para la continuidad
del proyecto, finalizando en la estabilidad de ambas celulas. Se obtuvo la
produccion de antigeno de Neospora caninum NC1 consiguiendo una cantidad
proxima ideal para ser utilizada como muestra en IFI. Sin embargo, se encontro
fluorescencia completa del taquizoito tras la observacion, pero en baja
concentracion a lo esperado. Se sugiere para complementar la purificacion de
antigeno puedan afadirse el método de sonicacion y columnas para obtener un de

antigeno puro.
PALABRAS CLAVES

CULTIVO CELULAR, NEOSPORA CANINUM, AISLAMIENTO, ANTIGENOS,

BOVINO.



ABSTRACT

Neospora caninum is considered an important parasitic disease, because it generates
economic losses in cattle causing reproductive problems such as abortions. It is
considered an important disease in dairy and beef cattle, so control and diagnostic
methods for immuno-vaccinal purposes are still being studied. The objective of the
present study was to produce Neospora caninum antigen by cell culture with the
Vero cell line from the Neospora caninum strain NC1. To this end, the foreign cell
culture technique for Neospora caninum was used for the first time in our country
and the FAVEZ - UPCH, observing at the beginning difficulty in the maintenance
and production of the parasitic strain, biosafety and asepsis protocols were
addressed of importance for the continuity of the project, ending in the stability of
both cells. The production of Neospora caninum NC1 antigen was obtained, an
ideal near quantity to be used as a sample in IFl. However, complete fluorescence
of the tachyzoite was found after observation, but in low concentration as expected.
It is suggested to complement the purification of antigen can be added the

sonication method and columns to obtain a pure antigen.

KEY WODRS

CELL CULTURE, NEOSPORA CANINUM, ISOLATION, ANTIGEN, CATTLE.



l. INTRODUCCION

La Neosporosis bovina es una enfermedad parasitaria provocada por Neospora
caninum, un protozoario aplicomplexo de amplia distribucion e importancia en la
produccién bovina de leche y carne, sin embargo, puede presentarse en otros rumiantes y
camélidos sudamericanos. El agente es causante principal de pérdidas reproductivas
embrionarias durante el primer tercio de la gestacion y abortos en el segundo trimestre
(Dubey, 2003). Se ha observado su distribucién cosmopolita, sobre todo por su transmisién
vertical que perpetua la enfermedad por generaciones, registrando estimaciones entre 12 a
40% de fetos infectados y abortados a nivel mundial por Neospora caninum (Dubey et al.,
2007).

La enfermedad ha provocado pérdidas millonarias de forma anual en la
produccidon bovina en California, EE. UU (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1998), y s6lo
en paises europeos se encuentra una gran difusion con prevalencias mayores, como en
Espafia donde se ha observado prevalencias intrarebafio de entre 50% a 100% (Bartels et
al, 2006) y Suecia con un 8,3% (Frossling et al, 2008).

En Per0 la produccién de bovinos de fin lechero y de engorde refiere la de mayor
produccién con 250,000 cabezas de ganado s6lo en Lima (INEI, 1994) encontrandose en
ascenso anualmente. Se han observado una diversidad de seroprevalencias de Neospora
caninum en bovinos, tan s6lo en Lima un 29,6% (Silva et al, 2002), Junin un 46,7%
(Granadoz et al, 2014), Puno un 18,1% (Atoccsa et al, 2005) y Amazonas con 40,4%
(Quevedo et al, 2003).

La neosporosis bovina se puede transmitir en dos formas, siendo la transmision
vertical o transplacentaria (transmisién de madre a crias); y la transmision horizontal por
ingesta de ooquistes del parasito en alimento y/o agua contaminada (Dubey et al., 2006).

Los abortos son caracteristicos de la enfermedad, pero se han presentado otras



consecuencias sobre el feto, como muerte y reabsorcion en el Gtero, momificacién o
autolisis (Dubey, 2005), el nacimiento de terneros muertos, sobrevivientes con
sintomatologia nerviosa (ataxia) (Dubey y Schares, 2006) o nacerian clinicamente
asintomaticos, pero congeénitamente infectados (Hemphill, 1999; Buxton et al, 2002).
Estudios revelan que hasta un 95% de crias nacidas de madres serol6gicamente positivas
pueden estar infectadas congénitamente y permanecer clinicamente sanas y/o asintomaticas

siendo portadoras de la enfermedad (Paré et al, 1996).

Para el diagndstico de la neosporosis bovina se han empleado muestras in vivo
y el post morten para el rebafio completo (Ortega-Mora et al, 2006). Las técnicas mas
utilizadas estan basadas en la deteccion de anticuerpos especificos con el uso de suero de
animales sospechosos, dentro de estos se encuentra pruebas de inmunofluorescencia
indirecta (IFI), ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) y pruebas de aglutinacion (Bjorkman
y Uggla, 1999). Otras técnicas como la histopatologia e inmunohistoquimica han tenido
moderado éxito en la identificacion de cambios tisulares o lesiones especificas de la
enfermedad en fetos abortados (Dubey y Shares, 2006), pero existe la posibilidad de
reaccion cruzada con Toxoplasma gondii (van Maanen et al, 2004). Gran parte de estas
pruebas son importadas de origen argentino, europeo y americano, por lo que dependen de
un stock, tiempo de llegada y financiamiento. Sin embargo, el elaborar antigenos de
Neospora caninum mediante cultivo in vitro facilitaria la realizacion de pruebas
diagnosticas para bovinos u otras especies afectadas, prescindiria del costo de importacion
y proveeria antigenos Utiles para ensayos vacunales de proteccion.
Por tanto, es necesario primero desarrollar estudios de aislamiento in vivo del
parésito autdctono del Perd, utilizando murinos experimentalmente infectados. Para ello se
requiere mantener la cepa viable bajo condiciones 6ptimas de cultivo celular, que ademas

permita realizar estudios de sus caracteristicas ultra estructurales y de invasion, para la



busqueda de potenciales antigenos vacunales gue contribuyan al control epidemiol6gico en
rebafios afectados del Peru.

El objetivo del presente estudio fue producir antigenos de Neospora caninum
mediante la optimizacion de una técnica de cultivo celular utilizando la linea celular Vero
a partir de la cepa Neospora caninum NC1, para posteriormente evaluar su utilidad
mediante la técnica de inmunofluorescencia (IFI) para detectar anticuerpos que reconozcan

el antigeno parasitario producido.



. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Producir antigeno de Neospora caninum mediante el cultivo celular con linea celular Vero

a partir de la cepa Neospora caninum NCL1.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la técnica de conservacién, cultivo y mantenimiento usando linea celular
Vero y la cepa Neospora caninum NC1.

- Evaluar la produccion de antigeno de Neospora caninum utilizando la linea celular
Vero.

- Evaluar la calidad de antigeno de Neospora caninum mediante la técnica de

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).



M. HIPOTESIS

- Latécnica de cultivo empleada con la linea celular Vero permitira un crecimiento
Optimo de la cepa Neospora caninum NC1.

- El cultivo de Neospora caninum NC1 en la linea celular Vero permitira obtener
antigeno de buena calidad para el desarrollo de pruebas inmunol6gicas como la

inmunofluorescencia indirecta (IFI).



V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La neosporosis representa un problema no solamente reproductivo
debido a su importancia econémica por las pérdidas generadas en el &rea de produccion
animal, si no por su distribucion a nivel mundial sobre todo afectando al ganado lechero,
en el cual se incluye a nuestro pais. En Per( y otros paises, si bien se realizan controles
epidemioldgicos no se cumplen las normativas de prevencion, lo que acentla la presencia
de la enfermedad y la perpetuacion en el hato, haciendo dificil su control y facilitando su
diseminacion.

Se realizan pruebas diagnésticas por serologia, pero de origen extranjero, lo que
demanda un financiamiento que pocos pueden emplear en nuestro pais, ya que ademas
dependen de un stock y la importacion de los mismos. En la actualidad en el Perd, no se
han realizado investigaciones en cultivo celular para Neospora caninum, ademas de la
produccidn de antigenos, los cuales, se han obtenido aislados oriundos en otros paises que
ya han sido notificados mundialmente y forman parte de investigaciones para candidatos
vacunales en bdsqueda del control de la enfermedad.

Por todo lo anterior mencionado, la presente investigacion pretende realizar
estudios de cultivo celular de Neospora caninum in vitro, optimizando una técnica
mediante la utilizacién de la linea celular Vero y la cepa Neospora caninum NC1, para
finalmente purificar antigenos evaluar su antigenicidad en la prueba de IFI. Esto facilitara
la informacidn sobre los procesos y protocolos de cultivo, produccién de antigenos propios
qgue se puedan emplear posteriormente para disminuir su costo para el aislamiento,
conservacion y mantenimiento de cepas autdctonas para futuras investigaciones en el

contexto de diagnostico y candidatos vacunales.



V. MARCO TEORICO

5.1 ANTECEDENTES
En las primeras investigaciones en cultivo celular en paises extranjeros, los
taquizoitos de N. caninum se cultivaron en monocitos y células endoteliales de arteria
cardiopulmonar de bovinos (Lindsay y Dubey, 1989). Sin embargo actualmente se requiere
la produccion del parasito in vitro para su mantenimiento, productividad y conservacion,
empleando una diversidad de lineas celulares estables como Vero, Marc-145 y entre otras

(Dubey et al., 2002).

La linea celular Vero proviene de Japon (1962), creada de un cultivo primario
de células de rifién de mono verde africano adulto (Cercopitheazs aethiops) A comparacion
de otras, ha sido empleada en varios estudios de cultivo de parasitos (Andrade et al., 2010),
virus y bacterias; incluyendo para la fabricacion de vacunas (Oxford et al., 1987) como de
la poliomielitis y rabia humana (Kistner et al., 1998). El cultivo celular de Neospora
caninum ha permitido obtener un estudio detallado de las caracteristicas estructurales e
incluso mecanismos de invasion y adhesion del paréasito favoreciendo su replicacion in vitro
y siendo utilizado en futuros estudios experimentales (Hemphill et al., 1996).

A partir de ello, se ha realizado la produccion de antigenos para pruebas
diagndsticas que se utilizan en la actualidad, estudios sobre la conversion de taquizoitos-
bradizoitos y la formacién de quistes tisulares in vitro (Weiss et al, 1999). Se han realizado
ademas estudios sobre su manipulacion genética y aislamientos en murinos de laboratorio
para preservar las cepas vivas (Howe et al., 1997; Howe y Sibley, 1997; Beckers et al.,
1997), y ensayos de eficacia farmacoldgica para posibles tratamientos (Lindsay y Dubey,
1989; Lindsay et al., 1993). Incluso el cultivo celular ha permitido que en la actualidad se
comercialice una vacuna frente a este paréasito, la cual es formulada con taguizoitos muertos

de la cepa Nc-Nowra (Miller et al., 2002), que ha demostrado eficacia parcial para la



prevencion de abortos en estudios experimentales (Romero et al., 2004; Williams et al.,
2007). Sin embargo, s6lo ha sido utilizado en Europa y adn contintan las mejoras en su
desarrollo. Es asi que faltan mas investigaciones sobre otras variedades de cepas y posibles

vacunas para el control epidemiolégico de la enfermedad.

5.2 GENERALIDADES

5.2.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD DE NEOSPOROSIS BOVINA

La Neosporosis bovina es causada por Neospora caninum. Fue
descrita en los afios ochenta por primera vez en Noruega en un caso de encefalomielitis y
polimiositis mortal en un canino (Bjerkas y Dubey, 1991). Realizando una investigacion se
identifico quistes en tejido nervioso, el cual era muy similar al protozoo Toxoplasma gondii
(Bjerkas y Presthus, 1989). A finales de los ochenta, se menciona y se detalla la
identificacion de Neospora caninum por primera vez.

La neosporosis bovina es considerada una enfermedad parasitaria de
importancia y distribucion mundial, que genera pérdidas econémicas en los rebafios
bovinos causando abortos (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1992; Thornton et al., 1991),
mortalidad neonatal, nacimiento de terneros con sintomatologia neuromuscular o terneros
asintomaticos, pero cronicamente infectados, diseminando la enfermedad de manera

silenciosa (Dubey, 1999; Dubey y Schares, 2006; Ortega-Mora et al., 2006).

5.2.2 AGENTE ETIOLOGICO
Segln Dubey y Lindsay, 1996, Neospora caninum es un protozoo el cual se
encuentra en el:

Phylum: Apicomplexa



Clase: Sporozoea
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidia
Suborden: Eimeriina
Familia: Sarcocystidae
Género: Neospora

Especie: caninum

5.2.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

En Neospora caninum se han identificado 3 estadios en el ciclo bioldgico:
taquizoitos, bradizoitos que se encuentran dentro de los quistes tisulares y los esporozoitos
que se encuentran en el interior de los ooquistes.

Los taquizoitos de N. caninum tienen una alta tasa de replicacion, son capaces
de infectar diversos tipos de érganos y tejidos, tales como cerebro, médula 6sea, corazon,
pulmon, higado, rifién, membranas fetales, musculo esquelético, placenta y piel (Dubey y
Lindsay, 1996; Maley et al, 2003; Almeria et al, 2004; Dubey et al., 2006). La rapida
division de éstos lleva a la lisis de la célula hospedadora y a su distribucion por todo el
organismo, provocando situaciones patolégicas tipicas de una infeccion aguda. Los
taquizoitos son capaces de transformarse en bradizoitos en el hospedador intermediario.
Pueden ser ovoides, con forma de luna o algo globulares y miden entre 3-7 um de largo y
1-5 pm de ancho, dependiendo del momento de la division en que se encuentren (Dubey et
al., 2002; Dubey et al., 2004).

Los bradizoitos son los responsables de la fase crénica de la infeccion
y se caracterizan por su escasa 0 nula tasa de replicacion y por su capacidad de

permanecer latentes en la célula infectada dentro de quistes tisulares (Dubey, 1999).



Tienen aproximadamente 6-8 um de longitud por 1-1,8 um de anchura y contienen
las mismas organelas que los taquizoitos, aunque en los bradizoitos el nimero de
roptrias es menor y tienen mas granulos de amilopectina (Speer y Dubey, 1989). El
hallazgo de quistes tisulares en infecciones naturales ha confirmado el tropismo por
el tejido nervioso en infecciones naturales y experimentales (Peters et al., 2000;
Dubey et al, 2002) y en menor grado por el tejido muscular en el ganado bovino y
en perros infectados naturalmente (Peters et al., 2000; Dubey et al., 2004). pared
tiene un grosor de 0,6-0,8 um, no presentando cuerpo de Stieda. A su vez, en el interior de
cada esporoquiste se encuentran 4 esporozoitos (6,5 pm de longitud por 2,0 um de anchura),
de forma alargada, y el cuerpo residual esporoquistico (Lindsay et al., 1999).

Los ooquistes de N. caninum son morfolégicamente similares a los de T. gondii
y H. heydorni; tienen forma esférica o subesférica y su tamafio medio es de 11,7 um de
longitud y 11,3 um de anchura. La pared del ooquiste es lisa, de 0,6-0,8 um de espesor y
no contiene micropilo. En su interior se encuentran dos esporoquistes elipsoidales (8,4 um
de longitud por 6,1 um de anchura), cuya pared tiene un grosor de 0,6-0,8 um, no
presentando cuerpo de Stieda. A su vez, en el interior de cada esporoquiste se encuentran
4 esporozoitos (6,5 um de longitud por 2,0 um de anchura), de forma alargada, y el cuerpo

residual esporoquistico (Lindsay et al., 1999).

5.2.4 CICLO BIOLOGICO

Su ciclo bioldgico es heteroxeno, esta compuesto por dos tipos de hospedadores,
a fin de poder completar la fase sexual se encuentran los canidos domésticos (McAllister
et al., 1998) y silvestres como hospederos definitivos (Gondim et al., 2004; King et al.,
2010), en los cuales se desarrollan los ooquistes que son eliminados junto con las heces al

medio ambiente hasta su esporulacién (Peters et al., 2000; Dubey et al., 2002).
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Los canidos inicialmente ingieren tejidos de los hospedadores intermediarios
infectados para posteriormente eliminar ooquistes en sus heces (Basso et al., 2001; Slapeta
et al., 2002; McGarry et al., 2003). Una vez expuestos al ambiente, estos ooquistes
iniciarian su proceso de esporulacién que en condiciones éptimas se realizaria a las 24
horas tras su eliminacion (Lindsay et al., 1999) estando infectivos a los tres dias (McAllister
etal., 1998); sin embargo, no se conoce con exactitud la fase entero-epitelial de N. caninum,
solo se menciona que se realizarian las fases de gametogonia y singamia para la produccion

de ooquistes en el hospedero definitivo (Williams et al., 2009).

En la fase asexual participa el hospedero intermediario, siendo los rumiantes
como ganado equino, ovino (Dubey y Linsay, 1990), caprinos (Barr et al., 1992) y los
bovinos principalmente, hasta los mismos canidos, en el cual se desarrollan las fases de
taquizoitos y bradizoitos (Dubey et al., 2006; Gondim et al., 2004; King et al., 2010;
McAllister et al., 1998). Se ha visto que afecta otros animales de produccion como alpacas,
llamas (Moya et al., 2003) y otros camélidos sudamericanos.

Posterior a la ingesta de ooquistes esporulados, se produce la liberacion de los
esporozoitos que parasitan el lumen intestinal, transformandose en taquizoitos y
multiplicandose en ganglios linfaticos mesentéricos para su distribucién sistémica (Dubey
et al., 2006; Lindsay et al., 1999). En una fase cronica, la respuesta inmunitaria del
hospedador favorece que los taquizoitos se diferencien en bradizoitos formando los
microquistes o quistes tisulares que se localizan de preferencia en tejido nervioso (Barr et
al., 1992; Dubey et al., 1988; Kobayashi et al., 2001), aungue también pueden encontrarse
en el tejido muscular esquelético (Peters et al., 2001). Los quistes tisulares conservan los
bradizoitos en su interior con capacidad infectante durante periodos largos (Lindsay y
Dubey, 1989). Es asi como durante la gestacion se produce la reactivacion de los
bradizoitos que se diferencian en taquizoitos y pueden cruzar la placenta e infectar al feto

en desarrollo (Williams et al., 2009).
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Figura 1. Ciclo biol6gico del N. caninum

Fuente: Veterian Key https://veteriankey.com/neosporosis/

5.2.5 MECANISMO DE TRANSMISION

La neosporosis bovina se puede transmitir en dos formas més frecuentes,
siendo la transmision vertical o transplacentaria (transmision de madre a crias); y la

transmisién horizontal por ingesta de ooquistes del parasito (Dubey et al., 2006).
La transmision vertical transplacentaria es una de las principales vias de
infeccion por el cual se mantendria la neosporosis endémica (Barr et al., 1992) y
favoreceria la propagacion de la enfermedad de esta forma (Anderson et al., 2000). Este
modo de transmision transplacentaria origina la presencia de abortos y el nacimiento de
crias congénitamente infectadas, que presentan o no sintomatologia nerviosa (Barr et al,

1992), perpetuando la enfermedad intrarebafio (Anderson et al., 2000).
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La transmision horizontal realizada por la ingesta de ooquistes esporulados que
ingresan a torrente sanguineo y atraviesan la placenta infectando al feto (Dubey, 2003).
Los canes mantienen un estrecho contacto con los bovinos en produccion, ya que muchas
veces ayudan a dirigir el ganado, esto lo hace relevante para la diseminacion de la
enfermedad (Vega et al., 2010). Estudios revelan que los abortos epidémicos pueden tener
origen de infeccion post natal y que al estar presentes los canes aumentaria mas el riesgo
de ocurrir brotes de la enfermedad en el hato (Bartels et al., 2006; Hobson et al., 2005;
Schares et al., 2004).
Por otro lado, el ganado que es infectado cumple un papel importante debido
a que permanece infectado de por vida y puede transmitir la infeccion en las siguientes
gestaciones (Barr et al., 1992; Piergili et al., 2003) o de forma intermitente (Boulton et al.,

1995; Guy et al., 2001; Wouda et al., 1998) permaneciendo la infeccion en el rebafio.

5.2.6 LESIONES Y SIGNOS DE LA ENFERMEDAD

La neosporosis bovina se caracteriza clinicamente por abortos en vacas
gestantes (Buxton et al., 2002), en su mayoria puede ocurrir a partir del quinto mes de
gestacion, ademas de que las infecciones naturales pueden presentarse al tercer mes de
gestacion (Anderson et al., 1991; Bildfell et al., 1994; Duivenvoorden y Lusis, 1995).

Los abortos pueden presentarse en cualquier época del afio y de forma
esporadica, endémica o epidémica produciendo pérdidas econdmicas en el hato (Anderson
et al., 2000; Schares et al., 2004). Los fetos abortados pueden encontrarse auto liticos y
algunos pueden llegar a ser momificados (Dubey, 2005), si algln ternero sobrevive al
nacimiento pueden ser clinicamente asintomatico, pero congénitamente infectado
(Anderson et al., 2000).

Las lesiones mas comunes en fetos se encuentran en el sistema nervioso central,

el corazon e higado (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1992; Dubey et al., 1999) y se

13



acompafian con multiples focos de infiltrado no supurativo y de necrosis multifocal rodeada
de células inflamatorias (Collantes-Fernandez et al., 2006; Dubey et al., 2006), siendo la
encefalomielitis la lesion mas frecuente (Anderson et al., 2000).

Los animales que sobreviven al nacimiento, con mas de dos meses de edad,
pueden presentar signos clinicos compatibles con afecciones neuromusculares, apareciendo
a los 4 - 5 dias después del parto, aunque éstos pueden retrasarse hasta transcurridas dos
semanas del nacimiento (Dubey y Lahunta, 1993; Dubey, 1999). Algunos de los signos que
presentan son ligera incoordinacion, pardlisis completa, debilidad, dificultad para
levantarse, y pueden empeorar hasta la total paralisis y muerte del animal (Dubey et al.,
1993). En terneros mayores de 8 meses seropositivos se ha observado miocarditis y miositis
(Piergili et al., 2003; Sawada et al., 2000).

En los casos mas graves se puede observar malformaciones en la espina dorsal,
estrechamiento de la médula espinal, hidrocefalia y neumonia (Bryan et al., 1994; Gunning

etal., 1994).

5.2.7 EPIDEMIOLOGIA

Actualmente, existen diversos estudios que confirman la
presencia de la infeccién por Neospora caninum en ganado bovino adulto en distintas partes
del mundo, obteniéndose tasas de prevalencias variadas y segun el tipo de produccién
pecuaria bovina de leche o carne (Dubey et al., 2007).

En Estados Unidos, California, la neosporosis ha provocado pérdidas de 35
millones de délares anuales en produccion bovina (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1998).
So6lo en Espafia se han encontrado prevalencias en fetos abortados de 22 a 58% segun
técnicas aplicadas para su diagndstico (Pereira-Bueno et al., 2003). En los afios noventa se
encontrd prevalencias moderadas y altas de infeccion en ganado bovino espafiol de carne

con un 55% Yy de leche con un 83% (Quintanilla- Gonzalo et al., 1999). Se considera a
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Espafia como el pais con mayor seroprevalencia intrarrebafio teniendo entre el 50% y 100%
de infectados (Bartels et al., 2006).

En la zona de norte y centro de Espafia se ha encontrado una tasa de infeccién
fetal entre 10,7% y 38,8% de un total de 80 fetos. (Pereira-Bueno et al., 2003). Dubey y
colaboradores (2007) mencionan que las estimaciones son entre un 12% y 40% de fetos
abordados a nivel mundial estarian infectados por Neospora caninum.

En el 2008, Frossling y colaboradores detectaron prevalencias moderadas en
ganado lechero de Suecia con un 8,3% y en el 2012 (Miltrea y colaboradores) a encontrd
una alta prevalencia en granjas del sur de Rumania con 40,3% como media.

En el Per, existe una gran cantidad de establos lecheros y de engorde, s6lo
en Lima se contaba en el afio 1994 (INEI) con aproximadamente 250,000 cabezas de
ganado, siendo la raza mas frecuente Holstein y Brown Swinss. En el afio 2001, la
produccidn de establos lecheros contd con 578,000 cabezas de ganado equivalente al 12%
del hato nacional (MINAG, 2001; Gamarra, 2001), siendo este ndmero en ascenso
anualmente.

En nuestro pais, se menciona que existe una tasa mensual de abortos en
vacas y vaquillonas de 1.0% y 0.5% respectivamente (Perulactea, 2011), la que anualmente
representa registro de pérdida econdémica para los establos de media a alta produccion,
siendo mayores en producciones extensivas. Se han observado seroprevalencias de
Neospora caninum en bovinos de diferentes lugares de nuestro pais utilizando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta y ELISA, como en el valle de Lima con 29.6% (90/304)
(Silva et al., 2002), Junin con 12.4% (45/ 347) (Puray et al., 2006), Junin 46.7% (85/182)
(Granadoz et al., 2012), Puno con 18.1% (76/419) (Atoccsa et al., 2005), Amazonas con
40.4% (107/265) (Quevedo et al., 2003).

En nuestro pais se manejan programas de control epidemiolégico contra

ciertas enfermedades, como la hidatidosis controlando la cantidad de perros por hato, su
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presencia aumentaria el riesgo de presentar enfermedades el hato (Puray et al., 2006), asi
también enfermedades concomitantes como diarrea viral bovina (DVB), rinotraquitits
infecciosa bovina (RIB), que pueden acentuar la presencia de casos de neosporosis bovina
por su participacion inmunosupresora (Bjorkman et al., 1999). En otros paises, se realiza
prevencidn contra enfermedades abortivas como brucelosis y leptospirosis, eliminando las
vacas positivas y con abortos repetitivos (Pattucci et al., 1999), sin embargo, aun existe un
gran numero agentes causantes de abortos que permanecen sin investigar. La falta de
medidas higiénicas sanitarias y control epidemiolégico contribuyen a acentuar la
enfermedad por N. caninum en las explotaciones sea intensivas o extensivas en los establos.
Las medidas que se deberian emplean por falta de logistica y coste, es el control serol6gico
en hembras para reposicion, no dejar las hijas de vacas positivas a N. caninum, eliminar
rapidamente las placentas, fetos y animales muertos para evitar ingestion por carnivoros y
asi eliminar la fuente de infeccién (Granadoz et al., 2012; Barr et al., 1998; Anderson et

al., 2000; Dubey, 2003).

5.2.8 DIAGNOSTICO

El empleo de pruebas diagnosticas seroldgicas especificas ha permitido
diferenciar a N. caninum de otras especies gracias a su diferente composicién antigénica.
Las caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas de N. caninum lo relacionan estrechamente
con T. gondii. Este ultimo posee un amplio espectro de hospedadores y una gran facilidad
para ser mantenido in vitro en diferentes tipos celulares, mientras que N. caninum presenta
cualidades similares, aunque su espectro de hospedadores es mas reducido. No obstante, se
ha demostrado que ambos protozoarios difieren tanto en su estructura (Lindsay et al., 1993)
como en su composicién genética y antigénica, hospedadores intermediarios, control
inmunoldgico, tropismo tisular y comportamiento in vitro (Ellis et al., 1994; Guo y

Johnson, 1995; Hemphill et al., 1999).
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La deteccién de anticuerpos especificos frente al parasito se ha realizado en
suero sanguineo utilizando las técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI), ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) y pruebas de aglutinacion (Bjorkman y Uggla, 1999), pruebas
que son utilizadas para confirmar y contrastar puntos de corte con el inmunoblot (Alvarez-
Garcia et al., 2003; von Blumroeder et al., 2004).

Investigaciones para desarrollo de vacunas y quimioterapéuticos contra N.
caninum, utilizan pruebas moleculares como PCR (Reaccion de cadena de la polimerasa),
demostrando tener una mayor sensibilidad y especificidad, permitiendo identificar y
cuantificar el ADN; asi mismo, favorece en la deteccion patologica y epidemiologica de la
enfermedad (Muller et al., 2002; Ortega-Mora et al., 2003; Cannas et al., 2003; Esposito
et al., 2005).

El uso de técnicas como histopatologia e inmunohistoquimica tiene moderado
éxito en la identificacion de cambios tisulares o lesiones especificas de la enfermedad para
detectar el paréasito en fetos abortados (Dubey y Schares, 2006); segln otros estudios existe
una posibilidad de tener resultados falsos positivos con T. gondii por reacciones cruzadas

(van Maanen et al., 2004).

5.2.9 CULTIVO CELULAR DE Neospora caninum

Las primeras investigaciones reportan que los taquizoitos de N. caninum se
podian cultivar en monocitos y células endoteliales de arteria cardiopulmonar de bovinos
(Lindsay y Dubey, 1989). Més tarde, comenzaron a utilizarse para el cultivo in vitro de
Neospora varias lineas celulares estables: Vero, Marc-145, células de rifion bovino y
fibroblastos de piel humana (Dubey et al., 2002).

Los taquizoitos pueden mantenerse mediante un pasaje continuado en cultivo

celular sin pérdida aparente de su infectividad para el modelo de raton, manteniendo su
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infectividad para los cultivos celulares tras su conservacion en nitrogeno liquido (Dubey et
al., 2002).

En los cultivos celulares se aprecia que, tras las primeras 24 horas, aparecen de
4 taquizoitos por célula invadida. La invasion celular finaliza transcurridos 45-60 minutos
post infeccion, comenzando entonces la primera endodiogenia, la cual genera en 8-10 horas
la primera generacion de taquizoitos, en un dia y medio de la post infeccidn se observan
células infectadas con méas de 10 taquizoitos incluidos en el interior de una vacuola
parasitéfora bien desarrollada. Seguidamente, el nimero de taquizoitos se multiplica
exponencialmente pudiendo observarse mas de 100 en una misma célula a los 4 dias post
infeccion. El efecto citopatico se observa a los 3 dias post infeccion, apreciandose la
destruccion de las células infectadas de la monocapa, y observando la destruccion del tapiz
celular a los 4-6 dias post infeccion. (Hemphill et al., 1996; Sundermann y Estridge, 1999).

El cultivo in vitro de los taquizoitos ha permitido el estudio de las caracteristicas
ultra estructurales del parasito y de los mecanismos de adhesion e invasiéon celular
(Hemphill et al., 1996). A partir de ellos se ha realizado su manipulacién genética (Howe
y Sibley, 1997; Beckers et al., 1997), y ensayos de eficacia farmacoldgica (Lindsay y
Dubey, 1989; Lindsay et al., 1993; Lindsay et al., 1999).

El cultivo celular también se ha empleado como fuente de produccién de antigeno
en el desarrollo de pruebas diagndsticas, en el estudio de la conversién taquizoito-
bradizoito y en la produccion in vitro de bradizoitos. En este sentido, Weiss et al. (1999),
describieron la formacion de quistes tisulares con bradizoitos in vitro, aunque con bajo

rendimiento.

Buscando prevenir la enfermedad, se han empleado vacunas comerciales de
taquizoitos muertos de cultivo celular (Bovilis® Neoguard de Intervet) demostrando una
eficacia parcial en la prevencion de abortos en el ganado bovino de forma experimental.

Debido a su limitado tiempo de vida y el costo elevado de produccién, no ha sido la mejor
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alternativa. Por otro lado, se siguen realizando mas hallazgos sobre nuevas variables del
parasito en diferentes paises por lo que es un factor a tomar en cuenta, sobre todo el uso de

vacunas en aquellos casos de transmision vertical (Innes et al., 2001; Romero et al., 2004).
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VI. METODOLOGIA

6. 1 LINEA CELULARES EMPLEADAS

En el estudio se utilizado una linea celular donada células Vero,
procedente de fibroblastos de rifion de mono (Higashi et al., 1967), empleada para el
mantenimiento, y la cepa Neospora caninum NC1 para la produccion de traquizoito (Dr.
Luis M. Ortega- Mora, Universidad Complutense de Madrid, Esparia).

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Parasitologia Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima -
Peru.

Se emplearon las técnicas de cultivo celular (Ammerman et al., 2008)
modificada del laboratorio de sanidad animal experimental de la Facultad de Veterinaria

de la Universidad Complutense de Madrid a cargo del Dr. Luis M. Ortega-Mora.

6. 2 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio no considerd la utilizacion de animales, ya que se basé en
el cultivo in vitro de células. Asimismo, la investigacion formo parte del Proyecto de
Investigacion financiado por el FINCyT titulado “Obtencion y caracterizacion del primer
aislado de Neospora caninum causante de abortos y mortalidad neonatal en la produccién
bovina lechera del Pert, con fines inmunodiagndstico y vacunal.” Con codigo de proyecto:

167-PNICP-PIAP-2015.

6. 3 RECOLECCION DE DATOS

Se tuvieron cuatro botes de células: dos de la linea celular Vero (75cm?) con pase N°33,

con una cantidad células de 15 x 10° y dos del parasito Neospora caninum NC1 (75cm?)
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con pase N° 17, con una cantidad parasitos de 0,25 x 10° las que se encontraban creciendo

en células Vero con pase N° 33 de 15x 10°.

6. 4 PROCESO DE MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS in vitro

Para el crecimiento de la linea celular Vero se utilizaron botes de
cultivo de 25cm?, se realiz6 mantenimiento y procedi6 a lavar con PBS 1x. Se empled un
medio de cultivo liquido DMEM (Himedia®) enriquecido con Suero fetal bovino (SFB)
(Sigma®) al 10% y antibiotico penicilina, estreptomicin y anfotericina B al 1% (Himedia®)
para prevenir posibles contaminaciones de origen bacteriano y fungico. EI medio
preparado previamente en condiciones estériles bajo una cabina de flujo laminar, se guardd
en alicuotas a -20°C hasta su posterior uso. Para el mantenimiento y multiplicaciéon de
Neospora caninum NC1, se utiliz6 el mismo medio enriqueciéndolo con SFB (Sigma®) al
2% y el mismo antibiético al 1%. Ambas lineas se mantuvieron en la incubadora (VS-
2050C®) a 37°C en una atmosfera con un 5% de CO..

El mantenimiento de ambas lineas celulares se realiz6 dos veces por semana
utilizando frascos de 25 y 75cm?, para los pases seriados de taquizoitos de Neospora
caninum NC1, en los que se sembraron 5 x 10° células y 30 x 10°, respectivamente. Para
realizar los pases continuos de la monocapa de la linea celular Vero, se hizo cuando fueran
confluentes, se lavo con el tampon fosfato salino (PBS) y se utilizo la solucién de tripsina
y posterior re suspension en el medio de cultivo adecuado. El nimero y la viabilidad de las
células se determind utilizando una dilucidén 1:2 de azul de tripano al 0,05%. Para el
recuento de células se utilizé un hemocitémetro (camara de Neubauer) y la viabilidad fue
evaluada basandonos en la captacion selectiva de este colorante por parte de las células con

la membrana alterada (Ver Anexo).
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6.5 OBTENCION DE TAQUIZOITOS DE Neospora Caninum EN
CULTIVO CELULAR

El aislado fue mantenido en el laboratorio mediante pases seriados en la linea
Vero, en incubacion a 37°C en una atmosfera con 5% de CO». Un dia anterior a la infeccion
del cultivo celular con taquizoitos de Neospora caninum se sembraron las células (10 x 10%/
frasco de 75cm?) utilizando medio de cultivo DMEM (Himedia®) enriqueciéndolo con
SFB (Sigma®) al 2%. Los taquizoitos se recogieron cuando al menos un 80% del tapiz
celular estaba destruido (3- 4 dias). El pase del parasito se realiz6 dos veces a la semana.
Se utilizaron rascadores de plasticos para despegar los restos de tapiz celular con
taquizoitos en su interior. La viabilidad de los taquizoitos se evallio por la captacion
selectiva del colorante azul de tripano y para su recuento se empled la camara de Neubauer

(Ver Anexo).

6.6 CONSERVACION DE LINEAS CELULARES

Los pases de los aislados se conservaron en criopreservacion en

nitrégeno liquido hasta su utilizacion (NC1). Para ello el sobrenadante se centrifug6 a 1350

X g por 15 minutos, evaluando después el nimero y la viabilidad de los taquizoitos. El

sedimento se re suspendié con SFB frio y la suspension se distribuy6 en viales de

congelacién de 1,5 ml alcanzando una concentracion final de 107 taquizoitos/ml. Se afiadi6

el protector DMSO (10%) y se guardd a -80% maximo por 5 dias, luego se almacené a -
196 °C en nitrégeno liquido.

Cuando se descongel6 los viales, el contenido se mezcl6 lentamente con 4 ml

del medio DMEM (Himedia®) y se centrifugd (1350 x g por 15 min) para eliminar el

DMSO. El sedimento se re suspendié con medio DMEM al 2% (Himedia®) y visualiz6 la

formacidn de taquizoitos entre 8 a 10 dias.
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6. 7 PURIFICACION DE TAQUIZOITOS DE Neospora caninum PARA LA

OBTENCION DE ANTIGENO

Los taquizoitos de Neospora caninum NC1 obtenidos en cultivo
celular fueron purificados para ser utilizados en la prueba de inmunofluorescencia (IFI),
para ello se usaron parésitos enteros siguiendo el protocolo descrito por Tress y
colaboradores (1993).

El sobrenadante del cultivo celular que contenian taquizoitos se pasé por una
aguja de 23 G x 1”7 y luego por 25G x 5/8” para romper las células y liberar los parasitos
que hubieran. Luego fueron lavados con PBS frio en proporcion 1:2 y se centrifug6 a 600
X g por 15min a 4°C, luego se paso la muestra por un filtro de 5 um (Biotech) para eliminar
células y restos celulares. Realizdndose posteriormente el recuento, no sélo de los
taquizoitos sino también de las células que debian llegar a ser el 20%, comprobandose la
ausencia de contaminacion celular.

En un Gltimo lavado con PBS, el sedimento fue re suspendido en esta solucién
tampon hasta conseguir una concentracion final de 107 taquizoitos/ml a la que se afiadié
formaldehido al 0,5%. Los taquizoitos formalinizados fueron distribuidos en alicuotas y

almacenados a 4°C 0 -20°C hasta su utilizacion para IFI.

6. 8 MUESTRAS PARA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA (IFI)

Se empled la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizada por Tress y
colaboradores (1993) y modificada (Laboratorio de Parasitologia de la Universidad
Complutense de Madrid, Espafia). Para estos se emplearon 20 muestras positivas de
bovinos adultos confirmados en IFI previo, diagnosticados previamente, provenientes de

la provincia de Cafiete, en una dilucién de 1:50 y 1:100, utilizando los taquizoitos
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producidos in vitro como antigeno (propio) y un conjugado comercial anti-lg G de bovino

(VMRD, EE. UU.).
6.9 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Se utilizaron los taquizoitos formalinizados en suspension de 30 x 107 y se
depositd 9 ul en cada pocillo de una porta objetivos de inmunofluorescencia de 12 pocillos
de 4 mm de didametro. Luego se dejo secar a temperatura ambiente y se fijoé con acetona
durante 10 minutos a -20°C. Se afiadi6 los sueros problema (muestra) en diluciones con
PBS (9 ul) y se incubd a 30 minutos en cdmara humeda a 37°C. Se realiz6 un lavado con
PBS de 10 minutos, en agitacion. Se incubé con el conjugado por 30 minutos a 37°C en
camara humeda protegido de la luz. Se lavo con PBS por 10 minutos y en agitacion.
Posteriormente se montd con una resina Fluoprep (Biomerieux) y un cubreobjetos de 24 x
60 mm. Los pocillos fueron examinados con un microscopio de inmunofluorescencia a 40x.
Se considerd positiva la muestra de suero donde se observd la fluorescencia completa en

todo el borde del parasito.

Figura 2: Flujograma del trabajo de investigacion
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Esquema de procesos, los cuales se desarrollaron en el estudio, desde la infeccion
con la cepa Neospora caninum NC1 a la linea celular Vero, hasta la purificacion
del antigeno y ser probado en el examen de inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Cada uno de los procedimientos se detalla en la seccion Anexos.

7. ANALISIS DE DATOS

- Se determind la viabilidad de la cepa Neospora caninum, aquellos botes de
cultivos con la linea celular Vero que se infectaron, los cuales en incubacién en un
determinado tiempo se observaron el desarrollo de las formas parasitarias

(vacuolas parasitéforas, granos de café y taquizoitos).

% Viabilidad de la cepa= NUmero de botes de cultivos parasitados x 100 de

Neospora caninum

Ndmero total de botes de cultivos infectados inicialmente

Se determind la viabilidad post conservacion de la cepa de Neospora caninum,
en aquellos viales de la cepa que post descongelacién en un determinado tiempo
de incubacion en los botes de cultivo, se observé el desarrollo de formas

parasitarias (vacuolas parasitoforas, granos de café y taquizoitos).

% viabilidad post conservacion = NUmero de botes infectados post descongelacién

x 100 de la cepa Neospora caninum

Numero total de botes infectados post descongelacién

Se determind el porcentaje de antigeno purificado a partir del cultivo celular,

se realizé el recuento por campo de los taquizoitos formalinizados y las

células Vero.
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Porcentaje de antigeno purificado = Namero de taquizoitos recuperados post

filtracién por campo x 100

Numero total células observadas por campo
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VIl.  RESULTADOS

Se obtuvo con el empleo de la técnica de cultivo celular, una viabilidad de la
cepa de Neospora caninum NC1 del 69.44% (25/36), realizando el pase continuo del
parasito in vitro con uso de la linea celular Vero. Se realizaron hasta un total de 12
generaciones de la cepa, hasta conseguir el nimero de pase 29, y se utilizaron hasta 36
botes infectados.

En cuanto a la conservacion de las lineas celulares, se observo la viabilidad del
vial de la cepa Neospora caninum NC1 en su descongelacion y mantenimiento en cultivo
usando la linea celular Vero, hasta la visualizacién de formas parasitarias (vacuola
parasitoéfora y taquizoitos) para definir su estabilidad. Se obtuvo un 67.50% (27/40) de
viales viables con las cuales se pudo realizar la infeccion de las posteriores generaciones
de células Vero, observandose a partir de los 10 dias las primeras vacuolas parasitéforas.
Siendo s6lo un 32.50% (13/40) los viales no viables, dado que no se observé el desarrollo
de ninguna de las formas parasitarias. Sélo se realizé la congelacién de 8 generaciones, y

el resto se emple6 para el pase continuo infectivo en la linea celular Vero.

En cuanto a la purificacion del antigeno, se obtuvo cerca de un 70% (69.88%) de taquizoitos
y el resto fue celular (30.12%), usando s6lo 8 botes parasitados de 75cm2 (promedio celular
por campo/ 654), utilizando dos repeticiones de centrifugacion con la técnica antes
mencionada. Sin embargo, a medida que se utiliza mayor cantidad de botes de cultivo
parasitado (10) (promedio celular por campo /873), y mayor cantidad de repeticiones en
centrifuga (hasta tres veces) se obtuvo mayor cantidad de taquizoitos 217/ 873 (75.14%) y

resto celular 656/873 (24.86%).

27



Cantidad de centrifugaciones y obtencion de
lineas celular

Neospora caninum 656

Linea celular

7 N° :élulas obtenidas

21
197

Células Vero

0 100 200 300 400 500 600 700

B Centrifugacion (2) M Centrifugacion (3) [ Columnal

Gréfica 2. Centrifugaciones para la obtencion de ambas células. En la gréafica, se
observa que, a medida, de mayor cantidad de centrifugaciones era proporcional a obtener

mayor cantidad de cepa Neospora caninum NC1.

Sobre la técnica de purificacion, se obtuvieron hasta 15 viales formalinizados de la cepa
Neospora caninum NC1 para ser usados en la prueba de inmunofluorescencia indirecta
(IF1). Se utilizaron hasta 20 muestras seroldgicas positivas de bovinos, comprendiendo
positivas aquellas que tienen fluorescencia completa del parésito y negativas aquellas que
se observaron en rojo o parcialmente fluorescente. Se utilizé en dos diluciones de muestra
1:50 (10 muestras) y 1:100 (10 muestras). Se observd fluorescencia completa en los
taquizoitos formalizado del estudio, sin embargo, se observd poca concentracion de los

taquizoitos.
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VIIl. DISCUSION

En el presente estudio produjo y purificé antigenos de Neospora caninum NC1 por primera
vez en Peru, optimizando una técnica de cultivo celular con el empleo de la linea celular
Vero, para comprobar satisfactoriamente la antigenicidad de los parasitos mediante la

técnica de inmunofluorescencia indirecta (IF1).

Segun los resultados de la experiencia de cultivo celular con la linea celular Vero y la cepa
Neospora caninum NC1, se tuvo al inicio dificultades para el desarrollo del mantenimiento
y productividad de la cepa, como errores en la manipulacién, errores de célculos,
contaminacion y falta de material de trabajo y equipos. Se observé una viabilidad cerca del
70%, permitiendo superar las expectativas iniciales. La linea celular Vero ha sido utilizada
en otros estudios, con una variabilidad de agentes, como pardsitos, virus y bacterias; incluso
ha servido para estudios de fabricacion de vacunas como la poliomelitis y la rabia humana
(Andrade et al, 2010; Oxford et al, 1987; Kistner et al, 1998). Se pudo mantener la cepa
hasta conseguir una produccién considerable, a pesar de las dificultades, se menciona que
esta que la linea celular Vero es versatil y maneja una variable suplementacion de medio
de cultivos, se adapta rapidamente segln el tipo de estudio y tiene gran resistencia y
durabilidad (Yusilawati et al, 2010). Por lo que se logr6é observar un tapiz homogéneo
continuo y estable. Sin embargo, otros autores mencionan que Neospora caninum puede
observarse sin complicaciones utilizando otras lineas celulares como tapiz de base e incluso
células de superficie (Lv et al., 2010; Kargar et al., 2013). Tal como se ha trabajado con
las células Marc — 145, observando méas del 80% de viabilidad de crecimiento del paréasito
con la cepa Neospora caninum infectando la monocapa del tapiz (Regidor-Cerrillo et al,

2011), a comparacion de lo que se obtuvo en el presente estudio.
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En la contaminacion presente en el estudio, se realiz6 un diagnostico de cultivo
microbioldgico encontrando entero bacterias. Afectd a ambas células inicialmente, pero la
célula mas afectada fue la cepa parasitaria (NC1). Razon por la cual se opté con aumentar
la concentracion del antibidtico (1,5%) y aplicar estrictamente los protocolos de
bioseguridad y de asepsia durante el resto del estudio. Posteriormente, se pudo mantener
estable el cultivo de la cepa para dar inicio a la produccién de antigeno. En otros estudios,
reportan otros agentes contaminantes como micoplasma, este tiene rapida multiplicacion
en cultivos por hacinamiento, se dificulta en diagnosticar y puede ocasionar perdida de
cultivos completos, se emplean pruebas rapidas (kit) para su diagndstico con un 99% de
sensibilidad y especificidad (Mariotti et al., 2008; Taylor-Robinson et al., 1991). Uno de
los factores a tener en cuenta que puede dispersar la contaminacion es tener una sola
incubadora, como en el estudio para ambas células, ya que el microambiente sin protocolos

de asepsia puede desencadenar una contaminacion masiva.

Hubo reactivos y materiales que no se pudieron conseguir y se emplearon otros durante el
mantenimiento y pases de las células. Se emple6 Tripsina -EDTA. 0.25% Tripsina- EDTA
(10X). Estéril. (Gibco® by Life Technologies), a comparacion del que se utiliza en Europa,
Tripsina méas PEM, aunque la funcionalidad es la misma con variaciones en la
concentracion se pudo emplear satisfactoriamente.

En la técnica de pases de infeccion con Neospora caninum NC1 a la linea celular Vero, se
utilizan en Europa los raspadores para remover la monocapa de forma homogénea de forma
eficiente; en nuestro caso se utilizé s6lo la pipeta de 5ml estéril la que se tuvo dificultades
en usar debido a que no es plana la base y se dejaba espacio sin tocar en las esquinas del
bote de cultivo, esto pudo provocar que no se captara la mayor capacidad de contenido

influyendo en los resultados de recuperacion posiblemente.

En el estudio se pudo trabajar con el medio liquido DMEM, a comparacion del que se usa

en Europa que es el polvo y re suspenden y esteriliza. EI medio liquido ya esta estéril y
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para utilizar, este tiene mayor concentracién que el medio MEM, se suplement6 con suero
fetal bovino (SFB) en concentraciones de 2% y 10%, y ademas se afiadié 1% antibidtico
inicialmente (1000 Ul Penicilina, 10mg de Estreptomicina y 25 ug de Anfotericina B).
Posteriormente, se aumentd a 1,5% por la contaminacion inicial en el estudio. EI medio es
de suma importancia, por su vital funcion en el ambiente in vitro, su seleccion vy
suplementacién es un disefio especifico segln los requerimientos del estudio (Sato y Kan,
2001). Saadatnia y colaboradores en el 2010, optimizaron el rendimiento, la pureza y la
viabilidad de los taquizoitos de T. gondii, obteniendo parametros medibles y confiables del
cultivo con células Vero utilizando medio de cultivo DMEM, concluyendo que es un medio
de cultivo compatible para el desarrollo de Neospora caninum, por la gran similitud de

varios caracteres estructurales y fisiol6gicos entre ambos.

En cuanto al desarrollo del parasito post infeccion con las células Vero, se observo en siete
dias, y los siguientes pases de esta generacion a partir del cuarto dia. Sin embargo, al
realizar la descongelacion del parasito y post infeccion se observd a partir de los 10 dias
post inoculacion, desarrollando las vacuolas parasitéforas, los granos de café (division) y
taquizoitos. Los resultados discrepan de otros autores, que encontraron en pases continuos
la infeccion celular (primeras 24 horas), posteriormente se genera en 8-10 horas la primera
generacion de taquizoitos (Hemphill et al., 1999; Sundermann y Estridge, 1999). Ademas,
mencionan que en un dia y medio de la post infeccién se observan células infectadas con
vacuolas parasitoforas con mas de 10 taquizoitos dentro. Al quinto dia post infeccién se
observa la destruccion de la monocapa y el tapiz entero. Esto refiere que la replicacion del
parasito es constante dentro un microambiente en condiciones ideales que facilitan su
replicacion clonal con una eficiencia de la tasa poblacional celular parasitaria in vitro
(Pérez - Zaballos et al., 2005). Es posible que, los cambios micro ambientales y factores
externos sean condicionantes para el desenvolvimiento del paréasito en el estudio, asi como

el tipo de cepa, siendo las cepas mas virulentas Nc-Liverpool y NC-Sp7; y los de menor
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virulencia dentro de ellos Nc-Sp1 a comparacién de Nc-1 (Pereira Garcia-Melo et al., 2010;
Regidor-Cerrillo et al., 2008; Rojo-Montejo et al., 2009). Esto se tendria en consideracién
en nuestros resultados debido a que la cepa demostrd ser infectiva, pero con baja tasa de

infeccion celular, como lo demostrado en el estudio.

En la conservacion de las células, se observo la viabilidad del vial de la cepa Neospora
caninum NC1 desde su descongelacion, esto define su estabilidad, hasta observar formas
parasitarias como vacuolas parasitoforas, “granos de café” y taquizoitos activos. Se obtuvo
mas del 65% de viales que, tras su descongelacion y mantenimiento post infeccion en
cultivo, se observaron a partir de los 10 dias las primeras vacuolas parasitéforas. No se
obtuvo mas del 80% de viabilidad en la descongelacion de las células, ya que al utilizar el
DMSO como crio preservantes es posible que haya aumentado las pérdidas celulares por
su manipulacion a comparacion del uso de glicerol como mencioné Siddiqui y
colaboradores en otros estudios (2015). Factores que se deben de tomar en cuenta son: el
tiempo para reducir las pérdidas en este proceso al reactivar los viales, la temperatura del
medio de cultivo y la destreza del operario para la técnica. Esto concuerda con la
importancia de la técnica, debido a que, si existio una buena conservacion de las células en
nitrégeno liquido, no perderan su infectividad, su estructura y caracteristicas durante el
cultivo celular y en los pases in vivo tras la congelacion (Dubey et al., 2002; Speer y Dubey,

1989; Lindsay et al., 1993).

En la purificacion del antigeno, se manejo con los botes de cultivo de 75cm2 con 4 a 5 dias
de post infeccion, se pudo obtener cerca del 75% de taquizoitos y el resto fue celular,
usando hasta 10 botes infectivos, con tres repeticiones de centrifugacion de la técnica antes
mencionada. El resultado fue lo méas cercano que se obtuvo a los parametros que indica
Trees y colaboradores (1993), con un 20% en resto células y el 80% son antigeno. Estos
viales formalinizados, se utilizaron para ser probados en la prueba de inmunofluorescencia

indirecta (IFI), con 20 muestras seroldgicas positivas confirmadas de bovinos, en
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diluciones de muestra de 1:50 y 1:100. Se obtuvo la fluorescencia completa de los
taquizoitos fijados, poco intensa y se observo una cantidad reducida de taquizoitos por
pocillo a comparaciéon del utilizado como estandar. Es posible que el realizar el
procedimiento de purificacion de forma manual a comparacion de la automatizada, haya
sido uno de los factores para la obtencién de una cantidad final de taquizoitos reducida y
acompafiada de células. Otros factores a tomar en cuenta son, el no utilizar raspadores y
solo pipetas para la liberacion del tapiz de la monocapa, la capacidad virulenta de la cepa,
el nimero de centrifugaciones realizadas, errores en el conteo celular, el porcentaje de
formol utilizado para preservar los taquizoitos, y no contar con el equipo para el
procedimiento de purificacion, sean aquellos que limitaron la obtencion de mayor
concentracion del parésito. Otros estudios, realizan adicionalmente a este proceso, el uso
del sonicador para romper enlaces de células y el parésito, asi mismo para una mejor
purificacion completa sin restos celulares se utiliza las columnas PD-10 (Sephadex G-25)
(GE-Healthcare, Buckinhamshire, Reino Unido), obteniendo taquizoitos puros a gran
concentracion y posteriormente se utilizan los antigenos para pruebas diagndsticas diversas
(Hemphill et al, 1996). Esta técnica completa es manejada en Europa como parte de los
protocolos y procedimientos a conseguir una purificacion de antigeno neospora. Esto
servira para producir antigenos propios que sirvan a su vez para hacer diagnostico y
caracterizar proteinas antigénicas que sirvan como candidatos vacunales primero en
modelos de laboratorio (ratén, conejo) y luego en campo. Para evaluar modelos de
infectividad, respuesta inmune que permiten comprender mejor la interaccion y por ende

direccionar o disefiar una mejor terapéutica.
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IX. CONCLUSIONES

Se realizaron modificaciones en la técnica de cultivo celular para el desarrollo del
mantenimiento y la produccion de la cepa de Neospora caninum NC1 en un tapiz de células
Vero.

El antigeno producido en el estudio reveld fluorescencia completa del taquizoito, pero no
se obtuvo la concentracion deseada para ser usada en la Inmunofluorescencia indirecta
(IFD).

La contaminacion bacteriana y la falta de protocolos de bioseguridad y asepsia fueron los

factores que se presentaron inicialmente como impedimento para el desarrollo del estudio.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar el equipo de sonicador y empleo de columnas (GE-
Healthcare, Buckinhamshire, Reino Unido) para realizar de forma completa la
purificacion del antigeno.

Se sugiere emplear glicerol en vez del DMSO para obtener menor perdida de células
al descongelamiento.

Se debe implementar protocolos de asepsia, biocontaminacidn de forma exclusiva para
cada procedimiento de cultivo celular y asi evitar contaminaciones futuras.

Emplear otro tipo de células para el crecimiento del parasito, para ampliar las
variedades de desenvolvimiento de la cepa NCL1.

Se sugiere conservar la cepa parasitaria en forma in vitro en murinos de laboratorio de
forma experimental.

Se sugiere proseguir con lo estudiado y realizar mayores investigaciones sobre el tema,
dado que es la primera vez en Per( que se ha realizado el estudio y comprende una gran

informacion para dar inicio a la busqueda de la cepa autdctona del Peru.
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XIl.  GLOSARIO

Alicuota. - Cantidad que se toma de un volumen inicial o de una masa para ser usada en el

laboratorio

Antigeno. - Molécula capaz de desencadenar una reaccion inmunolégica de anticuerpos

Bisel. - Borde de aguja que esta cortado oblicuamente punzo cortante

Confluente. - Alta densidad de células adherentes. Medida de proliferacion celular

Decantar. - Eliminar por trasvasacion las impurezas o cuerpos extrafios luego de un

precipitado

In vitro. - Técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de ensayo o

generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

Mono capa. - Aquellas células que crecen adheridas sobre un soporte sélido.

Semiconfluente. - Mediana densidad de células adherentes

Pleomorficas. - Aparicion de dos o mas formas estructurales de un organismo durante su

ciclo de vida.

Poligonales. - Forma geométrica plana de composicion finita con segmentos rectos

consecutivos que encierran una region en el plano.

Purificacion. - Capacidad de colectar células o moléculas con fin diagndstico

Sedimento. - Es un conjunto de sdlidos que se depositan en el fondo de un recipiente

Sobrenadante. - En su conjunto soluciones que permanecen tras la formacién de un

precipitado
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Viabilidad. - Capacidad de sobrevivencia celular ante un microambiente nuevo y bajo

evaluacion.

Tripsinizacion. - Proceso por el cual se rompe los enlaces de proteinas mediante hidrélisis
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XIl.  ANEXOS

LISTA DE REACTIVOS

Tampdn PBS 10x

NaCl 80gr.

KCI 3gr.

Na 2HPO4 x H20 1,8qgr.
N2H2P0O40,2gr.

Medio de cultivo para linea celular Vero

Medio liqguido DMEN 500mi
SFB 2% (10ml)
Antibiético 1% (5ml)

Medio de cultivo para cepa SPN1

Medio liqguido DMEN 500mi
SFB 10% (50ml)
Antibidtico 1% (5ml)

SFB inactivo

Activacion con bafio Maria a 56°C
Alicuota en tubo cénico de 50ml
Refrigerar a -20°C
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f CAYETANO HEREDIA

PROTOCOLO DE MANTENIMIENTO, PASES,

PRODUCCION DE LOS CULTIVOS in vitro Y PURIFICACION DE

ANTIGENO

A.1 Procedimiento de mantenimiento de la linea celular Vero

a)

b)

Se coloco los botes de cultivo de 25cm? y se realizé mantenimiento y procedid
a lavar con 5ml de solucién de PBS 1x utilizando una pipeta de vidrio 5mi
junto con el pipetus y se procedi6 a eliminar el medio de cultivo en un beaker
estéril y asi mismo una vez usada la pipeta se elimind.

Inmediatamente después, se procedid a colocar un volumen de 8 ml del medio
de cultivo DMEN con SFB al 10% y antibi6tico al 1% con ayuda de una pipeta
estéril de 10ml y el pipetus, y asi mismo una vez usada la pipeta se eliminé.
Luego se observd nuevamente por el microscopio para verificar todo y se
coloco en la incubadora (VS-2050C®) a 37°C en una atmdsfera con un 5% de

CO:a.

A.2 Procesos de Mantenimiento de la cepa Neospora caninum

a)

b)

Realizado lo anterior, se coloc6 los botes de cultivo de 25cm? con linea celular
Vero para ser infectada con la cepa parasitaria. Se procedio a lavar los botes
con 5ml de solucién de PBS 1x utilizando una pipeta de vidrio estéril de 5ml
junto con el pipetus y se procedio a eliminar el medio de cultivo en un beaker
estéril.

Inmediatamente después, se coloco un volumen de 8 ml del medio de cultivo
DMEN con SFB al 2% con ayuda de una pipeta estéril de 10ml y el pipetus, y

asi mismo una vez usada la pipeta se elimind.



c)

Posteriormente, se colocé el frasco de cultivo dentro de la incubadora de CO»

para su preservacion y observacion al microscopio invertido.

B.1. Pase de linea celular Vero

d)

b)

Se rotuld primero los botes nuevos de 25cm? para ser utilizado en la linea
celular Vero. Se agregé 8ml de medio de cultivo temperado DMEN con SFB
al 10% y antibidtico al 1% con una pipeta de 10ml, luego de usar la pipeta se
elimina en el beaker. Estos se colocaron en la incubadora (VS-2050C®) a 37°C
en una atmasfera con un 5% de CO, para ser utilizado posteriormente.

Con el bote escogido se procedid a eliminar el medio de cultivo por
decantacién al beaker, luego se lav6 con 5ml de solucion de PBS 1x utilizando
una pipeta de vidrio 5ml junto con el pipetus, luego se procedié a eliminar el
medio de cultivo en un beaker estéril. Se eliminé la pipeta utilizada en el

beaker.

Luego se coloco 1,5 ml de tripsina EDTA 1% al bote de cultivo con ayuda de
una pipeta de 2 ml y el pipetus, posteriormente se elimind la pipeta usada.
Inmediatamente se colocé en la incubadora a 37°C en incubadora de CO; del
5% por 5 minutos.

Inmediatamente después se re suspendi6 con un volumen de 3 ml del medio de
cultivo DMEN al 10% con ayuda de una pipeta estéril de 5 ml y el pipetus.
Luego con la misma pipeta se absorbi¢ toda la muestra y la colocd en un tubo
conico de 50ml. Se procedio a colocar en un Vortex para que se homogenice

la muestra.



d)

b)

Se procedi6 al conteo de células y su viabilidad, se colectd 100 ul y 900 ul de
tripadn azul 0,05%, se coloca en el Vortex para homogenizar la muestra. Se
contd utilizando un microscopio Optico y una camara de Neubauer.
Para el conteo, se utilizé una micropipeta de 10 ul, se absorbié 9ul de la mezcla,
y se coloco este en ambas hemicdmaras de la cdmara de Neubauer.

Se realizo la siguiente formula:

F=N/8 x 10 x 104= N1 x 10°

F=Formula

N= Numero total de conteo de células
10= Factor de dilucién

10*= Factor de la cdmara

N1= Numero de células/ mi

La viabilidad fue evaluada por la captacion selectiva del tripan azul, aquellas
células de color azul tienen la membrana celular alterada y se definian como
inactivas o muertas. Aquellas que tiene color cremoso y eran refringentes
fueron consideradas como que las células estaban vivas.

Se obtuvo la cantidad deseada de células, se utiliz6 una pipeta estéril de 1mly
el pipetus para colocar el nimero de células en un nuevo bote de cultivo que

se hizo al inicio.

B.2. Pases de infeccion de cultivo celular Vero con la cepa N. caninum NC1

a)

Se rotula los botes de células Vero que se iban a infectar, y se procedi6 a lavar
con 5ml de solucion de PBS 1x utilizando una pipeta estéril de 5ml junto con
el pipetus, luego se absorbio el medio para ser eliminado en el beaker estéril y

una vez usado la pipeta se elimin6 en el mismo beaker.



b)

d)

e)

9)

h)

Inmediatamente después, se procedid a colocar un volumen de 8 ml del medio
de cultivo DMEN con SFB al 2% y antibidtico al 1% con ayuda de una pipeta
estéril de 10ml y el pipetus, y asi mismo una vez usada la pipeta se elimin6 en
el beaker. Este luego se observo nuevamente por el microscopio para verificar
todo y se colocé en la incubadora (VS-2050C®) a 37°C en una atmosfera con
un 5% de CO; hasta su posterior uso.

En el bote de linea celular Vero parasitada con Neospora caninum NC SPN1,
se elimind el medio de cultivo por decantacion al beaker estéril. Luego se lavo
con PBS 1x con una pipeta de 5ml y se elimind el contenido por decantacion
nuevamente al beaker estéril.

Luego se utilizé una pipeta estéril de 5ml se coloco en el bote 3 ml de medio
de cultivo DMEN de SFB al 2% y antibiotico al 1% a temperatura ambiente.
Con una pipeta estéril de 5ml se comenz6 a raspar la monocapa hasta
desprenderla en su totalidad, y con la misma pipeta se absorbi6 toda la muestra
y se coloco en un tubo conico de 50ml.

Este contenido del tubo conico es pasado por una jeringa de 1ml con aguja de
25G x 5/8” estéril, haciendo presion con el bisel de la aguja contra las paredes
del tubo. Este procedimiento debe hacerse al menos unas 5 veces. Realizado
esto, se elimind la jeringa y aguja en el beaker estéril.

Con una pipeta estéril 1ml, se colecté 100ul de la muestra y se mezclé con la
alicuota de tripan azul 0.05% (1:10; 100ul de muestra y 900ul de tripan azul)
para observar su viabilidad y el nimero de estos.

Posteriormente, con una micropipeta de 10ul, se colect6 9ul de la muestra 'y se
colocé en la hemicamara de la cdmara de Neubauer vista en microscopio éptico
a 40x, se mide la viabilidad basandose en captacion selectiva de este colorante

por parte de la membrana celular del parésito. Si se observd de color oscuro



azulado en forma de platano es un parasito muerto, y si es de color amarillo
con forma de platano y en movimiento es un parasito vivo.
i) Se aplico la siguiente formula para determinar la cantidad de parésitos a

inocular:

F=N/2 x 10 x 10*= N1 x 10°

F= Formula

N= Numero total de conteo de células
10= Factor de dilucion

10*= Factor de la cdmara

N1= Numero de parésitos/ ml

j) Luego de calcular la cantidad de los paréasitos, con una pipeta estéril de 2ml se
colectd la cantidad determinada de pardsitos del tubo conico anterior. Se
procedio luego con la misma pipeta a depositar este inoculo al frasco de cultivo
con células linea Vero que se prepar6 en un inicio.

k) Finalmente, se colocd en el frasco de cultivo de linea celular Vero infectado
con NC SPN1 dentro de la incubadora de CO> con una temperatura de 37°C a

una atmosfera de 5% de CO; para su preservacion.

C.1. Congelacion de linea celular Vero

a) El bote de células de linea Vero escogido, se realiza el mismo procedimiento
de mantenimiento anteriormente explicado y el proceso de tripsinizacion
dentro de la cAmara de flujo laminar previa esterilizacion. Realizado estos
procedimientos, se obtuvo la muestra en un tubo cénico, se colocd en un Vortex

para homogenizar la muestra. Luego con una pipeta estéril de 1ml, se colect6



b)

c)

d)

9)

100ul de la muestra y se mezclé con la alicuota de tripan azul 0.05% (1:10;
100ul de muestra y 900ul de tripan azul) para observar su viabilidad y el
namero de estos en un microscopio eléctrico.

Posteriormente, con una micropipeta estéril de 10ul, se colectd 9ul de la
muestra y se colocd en la hemicamara de la camara de Neubauer vista en
microscopio éptico a 10X.

Se realizo la siguiente formula:

F=N/8 x 10 x 104= N1 x 105

F= Férmula

N= Numero total de conteo de células
10= Factor de dilucion

10*= Factor de la cdmara

N1= Nimero de células/ ml

La viabilidad fue evaluada por la captacion selectiva del tripan azul, aquellas
células de color azul tienen la membrana celular alterada y se definen como
inactivas o muertas. Aquellas que tuvieron color cremoso y eran refringentes
se considerod gue estaban vivas.

Verificado esto, se procedio a centrifugar a las células Vero a 12509 por 15
minutos a 4°C. Luego se elimind el sobrenadante. Se re suspendid el sedimento
con suero fetal bovino filtrado frio — SFB (500 ul/vial) sin DMSO.

Esta muestra se divide entre los nimeros de crioviales que tenemos (3 x 106) y
se afiade la misma cantidad de SFB al DMSO 20% (todo este tiempo se trabajé
dentro una cubeta de hielo) y se llevé de inmediato a la congeladora de -80°C.
Finalmente, se preservd los viales a -80°C durante 24 horas y luego se cambid

a crio preservacion a -196°C en el tanque de Nitrogeno liquido (Chart ®).



Posteriormente a los 3 a 5 dias, se descongel6 para observar la viabilidad de

las células.

C.2. Congelacion de Neospora caninum NC1

h)

)

K)

El bote de células de linea Vero infectadas con NC1 escogido, se realiz6 el
mismo procedimiento de mantenimiento anteriormente explicado y el proceso
de remover el tapiz infectado con una pipeta estéril, dentro de la cAmara de
flujo laminar previa esterilizacion. Realizados estos procedimientos, se obtuvo
la muestra en un tubo conico, se coloco en un Vortex para homogenizar la
muestra. Luego con una jeringa de 1ml con aguja de 25G x 5/8” estéril, se hizo
pasar el contenido de la muestra, haciendo presion con el bisel de la aguja
contra las paredes del tubo. Este procedimiento se hizo al menos unas 3 veces.
Posterior a esto, se elimind la jeringa y aguja en el beaker estéril.

Con una pipeta estéril de 1ml, se colecté 100ul de la muestra y se mezclé con
la alicuota de tripan azul 0.05% (1:10; 100ul de muestra'y 900ul de tripan azul)
para observar su viabilidad y el nimero de estos.

Posteriormente, con una micropipeta de 10ul, se colect6 9ul de la muestra 'y se
coloco en la hemicdmara de la camara de Neubauer vista en microscopio éptico
a 40x, se midio la viabilidad basandose en captacion selectiva de este colorante
por parte de la membrana celular del parasito. Se observé de color oscuro
azulado en forma de platano es un parasito muerto, y si es de color amarillo
con forma de platano y en movimiento es un paréasito vivo.

Se aplicd la siguiente férmula para determinar la cantidad de parésitos a
inocular, se basa en el conteo de ambas hemicadmaras entre el factor 2, este
resultado es la media del recuento multiplicado por el factor de dilucién y el

factor de la camara, obteniéndose el numero de células por ml que se inoculara.



F=N/2 x 10 x 10*= N1 x 105

F= Formula

N= Numero total de conteo de células
10= Factor de dilucion

10%= Factor de la camara

N1= Numero de paréasitos/ ml

Verificado esto, se procedié a centrifugar el tubo coénico, a 1250g por 15
minutos a 4°C. Luego se elimina el sobrenadante. Se re suspendio el sedimento
con suero fetal bovino filtrado frio — SFB (500 ul/vial) sin DMSO.

Esta muestra se dividi6 entre los nimeros de crioviales que tenemos (3 x 10°)
y se afiadié la misma cantidad de SFB al DMSO 20% (todo este tiempo se
trabajo dentro una cubeta de hielo) y se llevd de inmediato a la congeladora de

-80°C.

D.1. Descongelacion de células Vero

a)

b)

Se necesito un bote de cultivo de 25cm? vacio nuevo, el cual se rotuld, y con
una pipeta estéril de 10ml, se agreg6 8ml de medio de cultivo DMEN con SFB
al 10% y antibioticos al 1% temperado. Posteriormente, se le colocé el bote de
cultivo en la incubadora de CO; a temperatura de 37°C en una atmdsfera con
un 5% de CO; hasta su posterior uso.

Una vez teniendo los viales de crio preservacion de linea celular Vero
seleccionados, se procedid a retirar rapidamente del tanque de nitrégeno

liquido (Chart ®).



d)

9)

Estos viales se desenroscaron, con una pipeta estéril de 2ml se agreg6 el medio
DMEN al 10% a una temperatura de 37°C de forma inmediata, y se
homogenizé.

Con la misma pipeta de 2ml, se colectd toda la muestra en un tubo conico de
50ml estéril junto con 4ml de medio de cultivo DMEN con SFB al 10% vy
antibidtico al 1% a temperatura ambiente. Luego este tubo conico se procedio
a centrifugar a 1250 x g, 15 minutos.

Se elimino el sobrenadante, y el sedimento se re suspendi6 con 2 ml de medio
DMEN con SFB al 10% vy antibiotico al 1% a temperatura ambiente, y se
homogenizo.

Finalmente, con una pipeta estéril de 5ml, se colecto el total de muestra del
tubo cénico y se inoculd en uno de los botes nuevos preparado anteriormente.
Este procedimiento se realizé con cada uno de los crioviales por descongelar.

Posterior a esto, se coloco dentro de la incubadora de CO, con una temperatura
de 37°C con una atmdsfera de 5% de CO; para su preservacion. Durante los
siguientes dias la observacién fue constante al microscopio invertido hasta

evidenciar el crecimiento y la multiplicacion de las células.

D.2. Descongelacion de Neospora caninum NC1

a)

Se necesitd un bote de cultivo con la linea Vero sin infectar y se rotuld. Se
procedio a lavar con 5ml de solucién de PBS1x utilizando una pipeta de vidrio
5ml junto con el pipetus. Se procedié a eliminar el medio de cultivo en un
beaker estéril y asi mismo una vez usada la pipeta se eliminé en el beaker.

Inmediatamente después se cambi6 de medio, por lo que se procedié a colocar
un volumen de 8 ml del medio de cultivo DMEN con SFB al 10% y antibidtico
al 1% con ayuda de una pipeta estéeril de 10ml y el pipetus, y asi mismo una

vez usada la pipeta se elimin6 en el beaker. Luego se coloco en la incubadora



b)

d)

(VS-2050C®) a 37°C en una atmésfera con un 5% de CO; hasta que se
disponga de esta.

Una vez teniendo los viales de crio preservacion de cepa NC SPNL1 se procedi6
a retirar rapidamente del tanque de nitrogeno liguido (Chart ®). Estos viales
se desenroscaron, con una pipeta estéril de 2ml se agreg6 el medio DMEN al
10% a una temperatura de 37°C de forma inmediata, y se homogenizo.

Con la misma pipeta de 2ml, se colecto toda la muestra en un tubo cénico de
50ml estéril junto con 4ml de medio de cultivo DMEN con SFB al 10% y
antibidtico al 1% a temperatura ambiente. Luego este tubo cdénico se procedid
a centrifugar a 1350 g x 15 minutos.

Luego se elimino el sobrenadante, y el sedimento con una pipeta de 5ml se
colectd para re suspender con 2 ml de medio DMEN con SFB al 10% y
antibidtico al 1% a temperatura ambiente, y se homogenizo.

Finalmente, con una pipeta estéril de 5ml, se colecté el total de muestra del
tubo conico y se inoculd en uno de los botes nuevos preparado anteriormente.

Este procedimiento se realiz6 con cada uno de los crioviales por descongelar.

E.1. Produccidn de antigeno Neospora caninum NC1

a)

b)

Para la produccién de antigenos se utilizé botes de cultivo de 75cm?, en los
cuales se pueden producir una gran carga parasitaria. Para producir esto se
realizé el procedimiento de pases en medio de cultivo de linea celular Vero
infectada con NC SPN1, en la cual se utiliz6 una carga parasitaria de 30 x 10°.
Cuando se observO gran carga parasitaria, como vacuolas maduras y
taquizoitos, se procedid a eliminar el medio de cultivo por decantacion en un

beaker estéril, y con una pipeta estéril de 10ml se colecté 5ml de PBS 1x estéril



d)

9)

para lavar internamente el bote de cultivo. Con la misma pipeta estéril se
absorbid la muestra y se elimin6 en el beaker estéril junto con la pipeta.
Luego con una pipeta estéril de 5ml se colectdé 2ml de medio de cultivo DMEN
al 10% y se raspa la monocapa hasta desprenderla en su totalidad. Con la
misma pipeta de 5ml, se colect6 la muestra y se deposit6 a un tubo conico de
50ml.

Este contenido fue pasado por una jeringa de 1ml con aguja de 25G x 5/8”
estéril, haciendo presion con el bisel de la aguja contra las paredes del tubo.
Este procedimiento se hizo al menos unas 5 veces. Realizado esto, se elimino
la jeringa y aguja en el beaker estéril.

Con una pipeta estéril de 1ml, se colecté 100ul de la muestra y se mezclé con
la alicuota de tripan azul 0.05% (1:10; 100ul de muestra'y 900ul de tripan azul)
para observar su viabilidad y el nmero de estos.

Posteriormente, con una micropipeta de 10ul, se colect6 9ul de la muestra 'y se
coloc6 en la hemicamara de la camara de Neubauer y vista en microscopio
Optico a 40X, se midid la viabilidad basandose en captacion selectiva de este
colorante por parte de la membrana celular del parasito. Se observo de color
oscuro azulado en forma de platano se define como un parasito muerto y si
tuvieron color amarillo con forma de platano y en movimiento es un paréasito
vivo.

Se aplicd la siguiente férmula para determinar la cantidad de parésitos a
inocular, se basa en el conteo de ambas hemicamaras entre el factor 2, este
resultado es la media del recuento multiplicado por el factor de dilucion y el
factor de la camara, obteniendo el nimero de parasitos y de células, los cuales

posteriormente se utilizaron para realizar la purificacion de antigenos.



E.2. Purificacion del antigeno

a)

b)

d)

9)

h)

Una vez realizado lo anterior mencionado (produccion de antigeno), se observé
en el recuento de estas células que el nimero de estas que deben ser al menos
2% con respecto al nimero de taquizoitos.

Con una pipeta estéril de 10ml se coloco PBS 1x estéril frio en la cantidad de
1:2 por cantidad de muestra.

Se procedio a filtrar el contenido del tubo conico, utilizando una jeringa de 5
ml estéril y una aguja de 23 G x 1” estéril se hizo pasar el contenido a otro tubo
cénico estéril nuevo. Luego el contenido se paso por una nueva jeringa de 5mi
con aguja de 25G x 5/8” estéril y fue recolectado en otro tubo conico nuevo.
Posteriormente, con una nueva jeringa estéril de 5ml y con ayuda de un filtro
de 5um se filtré todo el contenido y se colect6 en un nuevo tubo cénico de
50ml estéril.

El tubo cénico con la muestra se procedio a centrifugar a 4°C por 600g por 15
minutos, se realiz6 inicialmente 2 veces y luego 3 veces, para obtener menor
conteo de células.

Al obtener el sedimento, se eliminé el sobrenadante por decantacion y para re
suspender la muestra se utiliz6 una pipeta estéril de 1ml y agregé 1ml de
PBS1x filtrado y frio para re suspender.

Luego se calculé la cantidad de PBS1x que se afiade para alcanzar una
concentracion de taquizoitos de 107/ml y se repartié en un vial Eppendorf de
2.0ml.

Finalmente, cuando se obtuvo la cantidad deseada esta se dividio en viales de
1.5ml, se afiadié 5ul de formaldehido de 0.5% a cada vial y se almacend en

refrigeracion a temperaturas del 4°C.



