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RESUMEN

El presente trabajo se desarrolid en el mddulo de caprinos del Centio de
Produccién Agropecuaria y en el laboratorio de Parasitologla de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitidn, y consistié en inocular a un grupo de tres
caprinos con trofozoitos de T. gondii, provenientes del Instituto de Salubridad y
Enfermedades Tropicales {I.S.E.T), dependiente de la Secretarfa de Salud; a
estos animales y a [os de un grupo testigo, se les estuvo tomando muestras
sanguineas los dlas 17, 14, 9 v 3 antes de |a inoculacién, en el momento de la
inoculacién, diariamente del primero al séptimo dia post-inoculacién (Pl), cada 48
horas del séptimo al décimo noveno dfa Pl v cada 120 horas de! dia 19 al dia 45
Pl

De las muestras obtenidas se uso el suero, el que fue evaluado mediante
el uso de la técnica de hemaglutinacidon pasiva, para asi poder determinar los
titulos de produccién de anticuerpos durante las distintas fases de la infeccion y
antes de la inoculacion, y asi estructurar una curva de produccién de los

mismos.

Con base en el andlisis de los resultados obtenidos, se detectd una muy
baja produccién de anticuerpos, dado que los sueros procedentes del late
experimental no maostraron un tfulo superior promedio a 1:16, que fue cuando
se llegd at pico méximo, dandose ésto en las muestras obtenidas los dlas 15,
17,19 vy 24 post-inoculacidn, para posteriormente descender en forma paulatina

v estabilizarse del dia 39 ai dia 45 en 1:16; lo anterior s atribuible a que al



inicio del trabajo los caprinos mostraron titulos bajos de 1:2, t:4 y 1:8, no
existiendo la posibilidad de encontrar animales seronegativos; €sto debido a que
probablemente ya padecian una toxoplasmosis cronica ya sea congénita o

adquirida; lo cual hace pensar en una respuesta inmune previamente montada.

Finalmente se ve gue la técnica de hemaglutinacién pasiva posee mucha
sensibilidad, pero poca especificidad, pudiendo ser muy Otil para estudios de
seroprevalencia, donde interesa conocer el estado inmunol6gico de los animales
de un hato o una region, sin ermnbargo, si se quicre hacer el estudio de casos con
evidencia clinica de abortos, se cuenta con la técnica de inmunofluorescencia
indirecta, que es el método iddneo para confirmar una infeccion aguda, en donde

un titulo dnico de 1:80 o més es suficiente para fundamentar el diagnéstico.



INTRODUCCION

La cabra es un animal que posee su propio sitio ecoldgico dentro de la
produccién pecuaria, su nimero e importancia econdmica en el mundo son
considerables, sin embargo su atencion ha sido relegada a lugares secundarios

{FAO, 1988}.

Desde la época prehistdrica el hombre ha utilizado a las cabras y hasta
donde se sabe, éstas fueron los primeros animales domesticados después del

perro (FAO, 1988).

Ha sido un animal de controversia dados sus habitos de pastoreo. Como
frecuentemente se le encuentra en terrenos sobrepastoreados, se dice gque ella
ha acabado con la vegetacién y que por lo 1anto es responsable de la erosion

(FAD, 1988).

Sin embargo, es el hombre quien con frecuencia causa el deterioro de la
vegetacidn, por un manejo inadecuado y el sobrepastoreo de los terrenos, &
grado tal que sélo las cabras son capaces de sobrevivir en estos lugares (FAQ,

1988).

Aunado a lo anterior, se ha argumentado que es la dnica culpable de la
brucelosis humana {De la Fuente y Canales, 1981).
En respuesta a ésto, la cabra ha sido aislada y marginada a los medios

peor daotados econdmicamente y menos cullos, en consecuencia sus probiemas



de tipo sanitario, genético, de seleccion, alimentacién, alojomiento y manejo se

han désatendido {De fa Fuente y Canales, 1981).

Reflejo de lo anterior es el hecho de que en los ultimos 20 afios, la
produccién caprina en Europa ha declinade en forma regular, hasta casi llegar a
la desaparicion de esta especie animal en el ambito econémico, esta situacion
también se observa en los paises mediterrdnecs donde aun la poblacién caprina

es importante {Le Jaouen, 1981}.

En Meéxico y Ameérica Latina ia poblacién caprina ha disminuido
progresivamente en los dltimos decenios, llegando casi a su desaparicidn total

en esos lugares (Peraza, 1881).

Dada su versatilidad y rusticidad, 1a cabra es mas abundante en las zonas
mas aridas y pobres del pals, como por ejemplioc: La mixteca caxaqueiia, el sur
de Nuevo Leon, San Luis Potosl, la regidn montafiosa de Guerrero, Baja
California Sur, partes de Tamaulipas, las zonas semiaridas de Hidalgo y Puebla,
la zona 4rida de Chihuahua, el centro y norte de Coahuila, el bajfo y Yucatén

{Casas y Fernandez, 1981}.

Actualmente la gente que posee caprinos es generalmente de pocos

recursos y su vida depende de 13 explotacién de estos animales {FAO, 1888).

La mayoria de las explotaciones en México son de tipo extensivo, con un

manejo rastica y poco tecnificado. En la actualidad la caprinocultura en el pais



ha tendido a entrar en una etapa de tecnificacién de las explotaciones y a la
optimizacién racionat de los recursos forestales de algunas zonas del pals en las
que se explota esta aspecie {De la Fuente y Canales, 1981}, y se ha orientado

hacia la produccién de teche, carne y piefes (Montaldo y Sanchez, 1881).

Debido a que ios 40 milones de cabras existentes en América Latina se
encuentran en regiones aisladas con suelos poco fértiles y que {a gente que las
explota no estd bien capacitada y ticne pocos recursos, los animales estdn mal
afimentados y mal rmanejados {FAO, 1988} ésto da lugar a una produccidn
deoficiente y paralelamente 3 una mayor predisposicion a enfermedades tales
como la toxoplasmosis, cuya relevancia radica en [as pérdidas econdmicas
ocasionadas por abortos, interferencia con la produccién de leche y carne v por

los problemas de salud publica que provoca {Poiydorov, 1979; Carrada, 1983).



TOXOPLASMOSIS

La toxoplasmosis caprina, también llamada coccidiosis tisular o aborto
toxopldsmico es una enfermedad infecciosa parasitaria de distribucidn
cosmopolita perteneciente al grupo de las enfermedades antropozoondticas,
cuyo agente patdgeno es el Toxoplasmg gondii que fue aislado a principios de
este siglo en roedores silvestres del género Crenodacivius gondii por Nicolle vy
Manceaux (Villegas et al., 1977; Leyva, 1979 y Soulsby, 1982). Este
esporozoario heterdgeno utiliza al gato como hospedador definitivo y a una gran
variedad de animales como aves, roedores, animales herbivoros y carnivoros,
incluyendo 1as e¢species domdsticas y el hombre como hospedadores

intermediarios.

Se piensa que la toxoplasmosis puede ser importante como causa de
considerables pérdidas reproductivas de los caprinos en México (Rodriguez v

Vega, 1986).



Etiologfa
Toxoplasma  gondil, ‘clasiiica(.:irén sbérgLJr!"rLevirjg‘ y cof {1880) citade por
Soulsby (1982). ' )

Reino : Animalia
Subreino ¢~ Protozoa
Phylum H Apicomplexa
Clase H Sporozoea
Subclase : Coccidia
Orden : Eucoccidiida
Suborden Eimeriina
Familia . Sarcocystidae
Subtfamilia Toxoplasmatinag
Género : Toxoplasma
Especie : T. gondii

Segun Soulsby {1982} el Toxoplasma gondii es un protozoario heterégeno,
que se encuentra intraepitelialmente en los felinos y se le puede encontrar en
cualquiera de las tres formas siguientes:

a.- Ooquistes. Los ooquistes son eliminados por las células epilteliales y
excretados en las heces de los gatos y otros felinos; tienen forma esférica y
miden de 10 a 12 micrémetros. Su tiempo de esporulacién en el ambiente,

después de ser excretados es de 2 8 3 difas a una temperatura de 24°C v



contienen _dos esboroqulstes. cada uno de los cuales contiene cuatro
esporozoitos.

b.- Quiste. Son agregados de mas de 60,000 bradizoitos y pueden medir
mas de 100 micrémetros de didmetro. Los bradizoitos contenidos en quistes son
estados de lenta multiplicacién y son caracteristicos de infecciones crénicas; se
multiplican por endodiogenia y se localizan principalmente en ceragbro, corazén y
muscule esqueldtico.

¢.- Taquizoito. Son estados de rdpida multiplicacién que se encuentran en
tejidos extraintestinales de gatos, otros mamiferos y gran ndmero de aves;
tienen forma de media luna, miden de 4 a 7 mictdmetras v se dividen por
endodiogenia. Esta es la forma proliferativa y se observa durante el estado

agudo de la infeccion.

Ciclg Biolggi

El ciclo biolégico es indirecto. Los gatos se infectan por la ingestidn de
ooquistes por contaminacion fecal de su alimento y por la ingestion de
taquizoitos o bradizoitos contenidos en la carmne de los hospedadores
intermediarios (Frenkel, 1973}, Sin embargo Sharma y Dubey (1981} aftirman que
los taquizoitos son susceptibles al pH dcido del estémago, por tanto es bzaja la

posibilidad de adquirir 1a infeccidn a partir de esta fase por via oral.

En el gato el pardsito se localiza intraepitelialmente reproduciéndose
sexualmente {gametogonia), resultando la produccién de ooquistes, los cuales

son eliminados por las células epiteliales y excretados en las heces. Estos bajo



condiciones de temperatura y humedad adecuadas, esporuian, forméndose en
cada ocoquisie dos esporequistes y éstos a su vez forman cuatro esporozoitos.
Simultaneamente con el ciclo intraepitelial, en el gate también puede ocurrir el
ciclo extraintestinal, los esporozoitos penctran a la ldmina propia del intestino y
se multiplican como taquizoitos, llegan a los nddulos linfaticos mesentéricos y

drganos distantes {Frenkel, 1973).

En los hospedadores intermediarios, después de la ingestidn de ooguistes
esporulados, los esporozoitos son liberados vy penetran en las paredes
intestinales y los vasos sanguineos produciendo  una  parasitemia y

estableciéndose |la forma de taquizoito.

El desarrollo del taquizoito se lleva a cabo en una gran variedad de tipos
cetulares que incluyen fibroblastos, hepatocitos, células reticulares, células
miocardicas y células del sistema reticulg-histiocitario del sistema nervioso
central {Soulsby, 1982). Los taquizoitos se multiplican asexualmente por
repetidas endodiogenias. Generalmente se acumulan de 8 8 16 organismos en
las células del hospedador que se desintegran e infectan a otras, por lo que el

haospedador llega a morir debido a una toxoplasmaosis aguda.

Dependiendo de la inmunidad puede ocurrir la formacion de bradizoitos.

Si la inmunidad se debilita, los bradizoitos son capaces de iniciar

nuevamente la formacidn de taquizoitos {Soulsby, 1982},



Por el descubrimiento de que los felinos excretan coquistes altamente
resistentes, el gato es esencial en el ciclo de vida del parasito, por lo que se
deduce que la enfermedad se presenta con mayor frecuencia en lugares donde Ia
poblacién de gatos es mayor y donde es mas factible la contaminacién de los

alimentos y el agua de los animales con sus heces (Wallace, 1973).

En el siguiente esquema se anotan las principates formas de trasmisién de

la toxoplasmosis a los caprinos y entre ellos:
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El gato al eliminar ooquistes en sus excrementos, representa la principal
fuente de adquisicién de |a toxoplasmosis en 105 hospedadores intermediarios
: {caprino) ya yue tales ooguistes estan contaminando su alimento. Los ooquistes
ingeridos por la cabra deberén estar esporulados (maduros) para que puedan ser
infectantes. Para lo anterior es necesario que transcurran de 2 a 3 dias y la
infectividad de los ooquisies puede ser de semanas a meses bajo condiciones

ambientales adecuadas (Quiroz, 1984).

La toxoplasmosis se trasmite de un caprino a otro de diversas maneras. La
més importante desde el punto de vista clinico, es |8 congénita {placental, cuyas
caracteristicas variardn dependiendo de la etapa de gestacion de la cabra

(Soulshy, 1982).

Asimismo, se ha reportado la presencia de T. gondij en el semen de los
animales con toxoplasmosis aguda. sin embargo la eliminacion del protozoario se
limita 8 7 semanas, por 10 que su valor epizootioldgico se reduce {Spence et al.,

1878 y Dubey y Sharma, 1880).

Las otras vias de trasmisién, entre los mismos animales, adn no han sido
totaimente demostradas cn cabras, pero es importante aclarar, que en el caso de
la leche (donde habria taquizoitos}, es baja ta probabilidad de adquirir la
enfermedad, dado que el taquizoito es susceptible a la digestion gdstrica y es

destruido {Sharma y Dubey, 1981).



En el hombre la trasmision de! T. gondii puede ser por consumir alimentos
de origen animal crudos o mal cocidos, que contengan quistes del parésito.
Ademas se ha considerado también la trasmisién por contacto sexual, 1o mismo

que por la saliva {Quiroz, 1984},

Patogenia

Después de !a ingestion de los oogquistes o bradizoitos en quistes, el
camino de la infeccién es en tracto intesting! (Frenkel, 1973), pasan a los
nodulos linféticos regionales y por via porta al higado, posteriormente pasan a
otros grganos por via sanguinea. El pardsito se multiplica en forma de taquizoito
produciendo 4reas de necrosis en nédulos mesentéricos, intestino y muchos
otros Organos tales como carazon, adrenales, etc. El proceso inflamatorio sigue
a la necrosis inicial y 3 sermanas despues 105 taquizoitos empiezan a desaparecer
de los tejidos viscerales, pero permariecen COmo quistes en tejido nervioso come
cerebro y médula, dependiendo de la inmunidad. Si la inmunidad se debilita, los
bradizoitos son capaces de iniciar nuevamente la formacién de taquizoitos

{Soulsby, 1982 y Quiroz, 1984}.

Signos clinicos y lesiones

La infeccidn por Toxoplasma es coman, pero la enfermedad clinica
asociada con ésta es relativamente rara. Wistphal y Bauer (1952) (citados por
Soulsby 1982}, mencionan que la toxoplasmosis no es una enfermedad, més

bien parece haber una condicion de simbiosis entre ¢l hospedador y el pardsito y
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raramente ocurre el balance en favor del patésito. Cuando se da esta condicion,
los signos clinicos varfan sagﬂn' la localizacidén del parasito o de los érganos

" afectados.

La toxoplasmaosis puede presentarse de dos formas, ia aguda gue puede

ser adquirida 0 congénita y la crénica o latente (Cuéliar gt al., 1986).

Toxoplasmosis aguda adquirida.- €1 cuadro clinico es mmuy variable vy
depende del érgano afectado. Las cabras con este tipo de infeccidn manifiestan
signos digestivos como anorexia, diafrea y emaciacidon progresiva; signos
nerviosos; fiebre; signos respiratorios; tos vy disnea asl como trastornos de
gestacion con abortos y fetos momificados {Watson, 1972; Timoney, 1976;

Dubey gt al.,, 1980; Plant g1 al.,, 1980; Souisby, 1982 y Mehdi gt al., 1983).

Las lesiones encontradas en este tipo de infeccidén son las siguientes:
abomasitis, enteritis, inflamaciéon de ganglios linfaticos mesentéricos,
esplecnomegalia, hepatomegalia con focos blancos de necrosis de 1 a3 3 mm de
diametro, agrandamiento de pancreas, miocarditis, encefalitis, cistitis y cuando
ocurre aborto hay necrosis de los cotiledones {Dubey gt al., 1980 y Mehdi gt al.,
1983).

Toxoplasmosis aguda congénita.- Ocurre cuando el animal se infecta
durante la gestacion, y la severidad de aquella depende de la gestacién y el
tiempo de infeccion. En la gestacion de 45 a 55 dfas causa muerte fetal y

expulsién que raramente es posible observar. En gestaciones de 90 dfas resulta



muerte fetal y expulsién, y los organismos son fdciimente demostrables en la
placenta y tejidos fetales {Dubey g1 al.,, 1980}). A los 120 dlas de gestacién
causa infeccién fetal pero no la muerte y las cabritos generalmente sobreviven

{Soulsby, 1882]. El aborto ocurre en el ultimo mes de gestacién.

En la patogenia de este tipo de toxoplasmosis los taquizoitos que llegan al
aparato reproductor producen una pIaceﬁIhis alterando asi el intercambio
nutricional y de oxigenacidn, provocando que el producto muera cuando atn es
un feto O bien que nazca con trastornos sobre todo cerebrales, también el

parssito puede afeciar directamente los érganos del producto {Soulsby, 1982).

Las lesiones encontradas en la placenta en este tipo de toxoplasmosis,
consisten en focos de necrosis menores de 1 mm, calcificacién de vellosidades
cotiledonarias y presencia de taquizoitos (Dubey et al., 19871 y Cuéllar gt al.,

1986},

Al examen histolégico de la placenta, sobre todo en los sitios donde la
infeccién es poco activa, se observa edema del mesénguima con una moderada
invasién difusa de células mononucleares siendo evidentes areas focales de
epitelio inflamado y necrosis con descamacion. Donde hay areas de trofobla'stos
puede resultar desprendimiento de nddulos necroticos. Los cotiledones muestran

toxoplasmas intra y extracelularmente {Hartley y Marshall, 1857},
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En los pulmones hay nédulos necrdtices en el tejido parenquimatoso vy
exudado pleural. Los organismos pueden enconvrarse en células alveolares,

tréguea y brongquios {Soulsby, 1982 v Carrada, 1983),

Bazo e higado se encuentran agrandados y los Toxpplagmas se
encuentran en las células hepaticas de! epitelio de 1os conductos biliares asi

como en las células reticulo endoteliales del bazo.

En los estadios tempranos de la enfermedad las lesiones consisten en
dafio a las paredes vasculares produciendo inflamacién endotelial, edema
perivascular vy proliferacién de células de la adventicia con calcificacién de la

pared vascular (Soulshy, 1982},

Asimismo hay necrosis focal de higado, hidrotérax, ascitis y enteritis;
también se reportan lgsiones oculares como coriorretinitis {Watson, 1972;

Timoney, 1976: Soulsby, 1982 y Carrada, 1983).

El producto presenta: Encefalomielitis no supurativa caracterizada por
infiltracion perivascular con célutas mononucleares, proliferacion glial, necrosis
central en cerebro, cerebelo, médula v cordon espinal. Hay presencia de {ocos
de infiltracion mononuclear en meninges, lengua, masculo esquelética, higado y

vasos sanguineos (Munday v Mason, 1979 y Plant et al., 1980},

Toxoplasmosis cténica.- Este tipo de toxoplasmosis pasa completamente

inadvertida, y se considera como el resuitado de una infeccién aguda. En este



caso no hay reaccién inflamatoria porque ¢ Toxoplasma se alsla y se enquista
{Timoney, 1976 y Carrada, 1983},

Diagnostico

El diagnostico de la toxoplasmosis desde el punto de vista clinico es
usualmente dificil por la gran variedad de signos clinicos que presenta, porque la
forma diseminada no &8s comun y porque el aborto es seguido por una infeccién

subclinica {Mehdi et al.. 1983).

En el gato se utiiiza !a prueba de flotacién para identificar los coquistes del

parasito en las heces {Rodriguez y Vega, 1986).

En el caprino y demas especies domésticas el diagnéstico més
convencional es el de laboratorio, en el que se recurre muchas veces a hacer la
demostracion del organismo {métodos directos) o de los anticuerpos contra éste

{métodos indirectos).

Métodos directos:
Inoculacion de ratones con muestras sospechosas. Estos ratones son
sacrificados dias después de |a inoculacién y se observa el parésito ya sea
en frotis de liquido peritoneal o cortes histoldgicos de cerebro {Soulsby,
1982),



Observacion microscopica. Ei parasito puede demostrarse en cortes
microscopicos de diversos drganas, teiidos con el método de PAS o con
tincion argéntica de Grocott aunque la sensibitidad de la técnica se
incrementa considerablemente con el uso de anticuerpos fluorescentes o

de ia microscopfa electrénica (Villegas gt al., 1977 y Carrada, 1983).

Métodos indirectos:
Prueba de Sabin y Feldman. Es una prueba de neutralizacién basada en
que los anticuerpos actian sobre la pared del pardsito incrementando su
capacidad de captacion del colorante azul de metileno alcalino {Soulsby,

1982).

Prueba de fijacion de complemento. En este caso los anticuerpos fijadores
de complemento generalmente aparecen después y desaparecen antes que
los que se detectan por otras pruebas, y, en muchos casos, los
anticuerpos no son evidentes cuando los signos clinicos desaparecen; su
utilidad principal radica en usarla conjuntamente con otros métodos
cuando se intenta confirmar la existencia de una infeccidn aguda

{Soulsby, 1982 y Carrada, 1983},

La inmunofluorescencia indirecta es un método econdmico, facil, sensible
y seguro. Los titulos de anticuerpos IgG medidos con esta técnica, son
paralelos a los obtenides mediante la técnica de Sabin-Feldman;
haciéndose presentes a las dos semanas de la infeccidn y alcanzando
titulos >1:1000 o mas de 6-8 semanas, los cuales disminuyen

gradualmente en meses 0 afios con valores persistentes entre 1:4 y 1:64,



La prueba de anticuerpos fluorescentes !gM, permite diagnosticar
infecciones recicntes, hasta de cinco dias. La presencia de igM en recién
nacidos es un indicio seguro de infeccidn prenatal; sin embargo, este
métode  puede ser negativo  en  animales con  problemas  de

Inmunodeficiencias, o toxoplasmosis aguda (Carrada, 1983},

Prueba de hemaglutinacion pasiva. Es una prueba en la cual los sistemas
de precipitacidon se convierten en sistemas de aglutinacion, y ésto consiste
en adsorber antigenos solubles a una particula grande e insoluble, como

son los eritrocitos {Bautista y Morilla, 1978).

En general estas pruebas se usan mas en medicina humana o en trabajos

de investigacién, siendo sus rangos de confiabilidad muy elevados.

Ademés para fortalecer ¢! diagnéstico de este padecimiento existen

diversos procedimientos, entre 10s que se pueden sedalar los siguientes:

Aglutinacion directa {Watson, 1972).
Difusién en gel de agar {Watson, 1972).
ELISA (Carrada, 1983; Turunen gt
Tizard, 1988).

al., 1983; Wielaard ef al, 1983 vy
Impregnacion argéntica de Grocott (Villegas ey al., 1977 y Carrada, 1983}
Impregnacion argéntica de Wilder {Villegas gt al., 1977).

Prueba de latex sensibilizado de Garin y Despeiges {Leyva, 1979).

Radioinmunoanalisis {(Carrada, 1883).
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Reaccidn azul alciana (Villegas et at.,, 1877},

Técnica indirecta de anticuerpos fluorescentes [Fletcher, 1965; Watson,
1872; Munday y Mason, 1978; Soulsby, 1982, Carrada, 1983 y Tizard,
1988). '
Toxoplasmina (Carrada, 1983 y Ti2ard, 1988).

La presencia de titulos positivos con cualquiera de las pruebas
seroldgicas, establece el diagnéstico de infeccién por taxoplasma, sin embargo
tas pruebas de Sabin-Feldman o© Inmunecfluoresencia indirecta negativas

realizadas en sueros sin diluir, excluyen tal diagndstico (Carrada, 1983).

La toxoplasmosis aguda se confirma demostrando una elevacion
significativa cuando menos al cuadruple de los tiiulos de anticuerpos en dos
muestras de suero tomadas con un intervalo de 2 a 6 semanas. Un titulo alto
tnico en Sabin-Feldman o en hemaglutinacidn pasiva o indirecta, no tiene valor
confirmatorio. Cuando el diagnostico se sospecha tardiamente en el curso de la

enfermedad, se puede recurrir a la fijacion de complemento (Carrada, 1983},

El método més recomendado para confirmar la infeccién aguda es la
inmunoflourescencia indirecta para IgM, en donde un titulo dnico de 1:80 o més
es suficiente para fundamentar el diagnéstico. Una titulagidn en Sabin-Feldam
{SF) o inmunofluoresencia indirecta (IFl} de 1:1000 o de fijacidn de complemento
1:32 o méas en presencia de (Fl-igM a titulo bajo y sindrome clinico
caracteristico, es compatible con la toxoplasmosis aguda. En la mayoria de los

casos, el titulo de IgM se eleva rdpidamente; después de algunas semanas
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desciende a 1:10 1:40 o desaparece, aunque ocasionalmente puede permanecer
en niveles de 1:40 a 1:20 por varios afios. En animales inmunolégicamente
normales ¢on titulo positivo en SF o IFl, la ausencia de IFl-IgM excluye la
infeccion aguda, aungue puede haber talsos negativos en sujetos
inmunodeficientes. Estas pruebas también se pueden realizar en el liguido
cefalorraquideo o el humor acuoso del ojo, en donde pudiera demostrarse una
elevacién  significativa local en la produccion de inmunoglobulinas

antitoxoplasma (Carrada, 1983).

La prueba cutdnea con toxoplasmina, permite medir |3 respuesta inmune
celular tardia contra toxoplasma; habitualmente se hace positiva después de
varios meses y Se usa principalmente en encuestas epidemioldgicas para medir la

prevalencia de la infeccion {Carrada, 1983).

Tratamiento

En el caprino no existe un tratamiento completamente satisfactorio contra
este pardsito ya que su costo fimita su aplicacién, usandose solamente en
humanos. La combinacion mas frecuentemente utilizada es la pirimetamina y

sulfadiazina (Eyles, 1956 y Roch, 1971).

La pirimetamina es antagonista de! &cido félico, es un compuesto
liposoluble que se absorbe ficimente en el tubo digestivo y aparentemente
penetra al interior celular. El tratamiento se practica por 2 6 3 semanas. Tiene la

desventaja de producir depresion de ta médula 6sea, pudiendo originar
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problemas de trombocitopenia, leucopenia v anemia (Villegas et at., 1877y
Soulsby, 1982},

De las sulfadiazinas, las mas recomendables son: la suifadiazina o la
mezcla de 1trisulfas con partes iguales de sulfadiazina, sulfamerazina y
sulfametazina. Tienen la desventaja de poder producir cristaluria, hematuria y
reacciongs alérgicas diversas. En general, las sulfamidas se administran junto
con la pirimetamina, obteniéndose un efecto sinérgico entre ambos compuestos.

Este tratamiento se mantiene por cspacio de un mes {Frenkel y Smith, 1982).

Se puede emplear la dimetil-clorotetraciclina asociada 8 otros
medicamentas, o como producto de releveo a partir de la tercera semana en
casos de intolerancia o toxicidad a las sulfamidas o pirimetamina {Villegas et al.,

197N,

La espiramicina es un antibidtico menos activo que las sulfamidas o la
pirimetamina, tiene buena tolerancia, alta concentracion tisular placentaria y
ausencia de teratogenicidad. la dosis recomendada es de 2g/dia/fun mes;
después con intervalos de 15 dias, repitiéndose el tratamientc hasta el parto

{Villegas et al., 1977).
Lontral

El control de esta enfermedad es dificil, pero se pueden establecer algunas

medidas para disminuir la posibilidad de infeccion por este parasito tales como:
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En cabras,

El ‘uso deg amoniaco como desmfectame para dreas en donde el gato

defeque accndemalmente (Tlmonev. 1976)

Eliminacion de 1as materias fecales de los gatoé diariamente {Grosso et al.,
1975). i

Los cadéveres de animales infectados y sospechosas deben destruirse
totalmente, o por lo menos ponerse fuera del alcance de los carnivoros

{Blood gt ai., 1988).

Eliminar completamente a los grupos de animales en los que surge la

enfermedad (Blood et al., 1988},

Controlar roedores, cucarachas, moscas y gatos vagabundos (Grosso et

al., 1975}

Alimentar a los gatos con alimentos bien cocidos y evitar que salgan de

caza (Grosso et al., 1875).

Tratamiento y diagnéstico periddico coprolénico y serolégico a los gatos

de la granja {Grosso et al., 1975 y Dubey gt al., 1980).
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En humanos. PN E T i e

Eliminacién de las heces de: los. gatos para: qvigar contacto - con. los

humanos {Timoney, 19761}.
Alejar a los nifios de las &reas donde el gato defeque (Timoney, 1976},

No permitir e! contacto de mujeres gestantes ¢on gatos cuya fuente de
alimentacidn sea desconocida (Grosso et al., 1975; Timoney, 1976 y

Carrada, 1983).

Usar guantes cuando se manipulen las cazuelas de los gatos {Grosso et

al., 1875).

Cocimiento de las carnes, considerando que los quistes se destruyen a
una temperatura de 90°C durante 30 segundos y de 50°C durante 2.5

minutos {Grosso et al., 1975; Timoney, 1876 y Carrada, 1983).

Evitar el consumo de carne cruda o mal cocida (Timoney, 1976 y Carrada,
1983).

Frutas y verduras pueden estar contaminadas con ooquistes resistenies,
por lo que debe insistirse en e! lavado mecanico cuidadoso (Carrada,

1983}

Los sujetos seropositivos a Toxoplasma gondii, no deben ser usados como

donadores de érganos para trasplantes (Carrada, 1983).
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En  pacientes inmunodeficientes o con terapia inmunodepresora, es

. Importante vigilar las transfusiones sangulfneas (Carrada, 1983).



OBJUETIVOS

" £l presente trabajo contempia los siguientes objetivos:

inducir la enfermedad en caprinos, inocufando trofozoitos de Toxpplasma
aondii cepa RH, proporcionada por el 1.S.E.T, {instituto de Satubridad v

Enfermedades Tropicales, dependiente de la Secretaria de Salud.

Reatizar el montaje vy estandarizacion de la 1écnica de hemaglutinacién

pasiva a partir de animales experimentalmente infectados,

Evaluar la técnica arriba mencionada como un método indirecto de

diagndstico de !a enfermedad.
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"MATERIAL YYMETODOS

E! presente trabajo se desarrclld en el médulo de caprinos del Centro de
Produccion Agropecuaria v en el laboratorio de Parasitologia de fa Facultad

de Estudios Superiores Cuautitldn U.N.A.M.

Animales.

Se utilizaron 5 caprinos mestizos, machos castrados, de 18 meses de

edad aproximadamente.

Los animales permanecieron en estabulacidén y se alimentaron con paja de
avena, alfalfa achicalada, alfalfa fresca y afimgnto balanceado comercial
de las marcas La Hacienda, S.A. DE C.V. y Purina, S.A. DE C.V. {ambos

fibres de desparasitantesl, teniendo libre acceso al agua.

Cena del Toxoptasma.

La cepa de T. gondii fue la RH de origen humano, proporcionada por el
Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales (1.S.E,T), dependiente

de la Secretarfa de Salud.
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ry

Dicha cepa fue montenida por pases en ratones ‘a}binds mediante
inoculaciones intraperitoneales cada 72 horas, hasta ‘ef momento de su

utilizacion.

Consistid en un exudado peritoneal con 400 trofozoitos de T. gondii/m!
aproximadamente, proveniente de un lote de 60 ratones albinos, en los
que se hizo el ultimo pase, éste fue dilvido en una proporeidn de 1:5 (BO
wrofozoitos/m! aproximadamente) con solucién salina fisioldgica at 0.9%
previa constatacion de la presencia de trofozoitos de T. gondii por medio

del microscopio,

A cada uno de los animales de! grupo experimental se le inocularon 4 m!
de la preparacidn anterior {320 irofozoitos aproximadaomente}, mientras
que a los del grupo testigo se les inoculd 4 mi de sclucion salina

fisioldgica al 0.9% & cada uno.
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5.- Diseiio experimental.

El disefic experimental se levd a cabo de acuerdo al siguiente cuadro.

LATIFICACION
DE LOS
ANIMALES

IINOC\'L&EION DE LA CEPA CE T, gondiv EM (ABPA§|

¢

OBETENCION [E WIESTRAS SAKGUINEAS
I
PARTIE GE LAS CABRAS IHOCULADAS

.

TRATAULENTO \D€LHAC[NAUX ERNTO
MUESTEZS

'

I'nnztc!on OF, SRTICULATOR CONTPR 1. gona ) I
i

28 TECHION
EWAGLUTINACION PASEVA

i

[ ostencion o Reswitazes |

5.1 Lotificacidn de los animaies.

Se formaron dos grupos de cabras; el primero con dos animales, los
cuales fungieron como grupo control y el segundo con tres animales, que fue el

grupo experimental o parasitada.
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5,2, Inoculacién.

Previa depilacidon y asepsia de la zona de aplicacion, a cada uno de los
animales del grupo experimentat o parasitado se le aplicaron 4 mi del inéculo, de
exudado peritoneal de ratdn, diluido en solucidn salina fisiolégica vy contenienda
trofozoitos de T. gondii por via intraperitoneal. A los animales del grupe control
se les administré a cada uno 4 ml de solucidn salina fisiolégica por la misma via,
haciéndose una sola aplicacion, v a ese dia se le tomo6 como dfa cero det

experimento.

8.3 Obtencion de muestras,

Se efectuaron 23 muestreos sanguineos a cada animal en ambos grupos

para la obtencion del suero.

Los muestreos se realizaron 17, 14, 9 v 3 dias antes de la inoculacién, en
el momento de ia inoculacidn, diariamente del primero al séptimo dia post-
inoculacién (Pl), cada 48 horas del séptimo al décimo noveno dfa Pl y cada 120

horag del dia 19 al dia 45 PI.
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- 5.4 . Tratamiento y almacenamiento de muestras.

Las muestras fueron obtenidas por puncidn yugular, utilizando agujas y
tubos Vacutainer, se esperd la retraccién del codgulo para postericrmente
retirario y centrifugar los tubos con el suerc @ 2000 r.p.m. durante 15 minutos y
se separd el suero limpio. A cada tubo de suero asi tratado se le adicioné azida

de sodio y se almacend a -20°C hasia el momento de su utifizacién.

5.5 Deteccion de anticuerpos conura T. gondii, a través de la técnica de

Hemaglutinacion pasiva o indirecta.

Para la deteccién de anticuerpos contra I. gongdii, todas las muestras
fueron procesadas por medio de la técnica propuesta por Jacobs y Lunde en
19857 y descrita por Bautista G. en 1978, (Ver apéndice).

A.-  Manejo de sueros;

- Se descongelaron todos los sueros en forma paulatina a temperatura

ambiente.

- Los sueros fueron descomplementados, sometiéndolos a bafio Marla a

56°C durante 30 minutos.

- Se hizo la absorcion de anticuerpos heterétilos, adicionando a cada 0.9 ml

de suero 0.1 ml de eritrocitos, incubando a 37°C durante 30 minutos.
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Se hizo el contro! de sueros.

Finalmente se realizé el corrimiento. de: todos: los- sueros' con la -técnica

arriba’mencicnada.

Control del diluyente: Se transfirieron 0.5 mi de suero normal de conejo al
% a varios pozos y se agregaron 0.025 m! de eritrocitos sensibilizados al

1.5%, siende negativa la reaccién.

Control de suecro: Se prepard una suspensién al 1.5% de eritrocitos
tanizados no sensibilizados en suero normal de conejo al 1%, se montd
una placa por duplicado con diluciones seriadas de los sueros a probar (6
pozos por cada suero). A cada pozo se afadié 0.025 ml de eritrocitos

tanizados no sensibilizados al 1.5%, obteniendo reaccién negativa.

Sueros controles: El suero control  positive se obtuvo mediante

hiperinmunizacion de un conejo, el cual dio un titulo 1:128.

El suero control negativo fue un suero de conejo no hiperinmunizado y que

dio reaccidn negativa en la prueba.
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Se corri6 |a prueba con todos los sueros y controles {control de diluyente,
control positivo y control negativel, siguiendo los pasos descritos en el

apéndice, obteniéndose los siguientes resultados:




Ex]
RESULTADOS

Se trabajé con un total de 115 muestras para detectar fa presencia de
anticuerpos contra I. gondii a través de la técnica de hemaglutinacién pasiva; de
4stas muestras, 46 (409%) correspondieron al lote de caprinos testigo vy las
restantes 69 {60%) fueron procedentes del lote de caprinos inoculados con

trofozoitos de T. gondii.

Al realizar fa prueba de hemaglutinacidn pasiva, las muestras procedentes
de los caprinos del lote testigo reflejaron titulos bajos pero constantes de
anticuerpos {1:8), disminuyendo a 1:4 en aquellas que fueran obtenidas los dfas
4, 5, 6 y 7 post-inocutacion de la solucion satina fisioldgica. (Fig. 1, Cuadro de

resultados).

Los sueros procedentes del lote experimental o parasitado {(Cwadro de
resultados), tuvieron un comporiamiento distinto, dado que mostraron un titulo
coenstante de 1:8 antes del dia en que se llevd a cabo ta inoculacién y hasta el
dfa 2 post-inoculacion, momento a partir del cual se empezd 8 manifestar un
increments paulatino en el titulo de anticuerpos hasta llegar a un pico maximo
promedio de 1:16 que se dié en las muestras obtenidas los dias 15, 17, 19 y 24
post-inoculacién (Fig. 1); de aqui en adelante se observé un descenso paulatino
en el titulo de anticuerpos, que finalmente se estabilizd de! dfa 39 al dia 45 post-
inoculacién, que fue cuando se sacrificd a los caprinos. Unicamenie los sueros
obtenidos el dia 7 y el dia 34 post-inocutacién reflejaron un brusco descenso en

tos titulos de anticuerpos.
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Finaimente cabe sefalar que antes de efectuarse la inoculacién, se
detectaron titulos bajos de anticuerpos {1:2, 1:4 6 1:8} en todos tos animales,

no existiendo 1a posibilidad de encontrar sujetos seronegativos.



CUADRO DE RESULTADOS

TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA T. gondij EN DILUCIONES DOBLES
OBSERVADOS MEDIANTE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION PASIVA
EN LAS MUESTRAS OBTENIDAS A PARTIR DE LOS CAPRINOS DEL
GRUPO PARASITADO Y CONTROL.

GRUPQ TESTIGD _ GRUPO PARASITADO _
DIA ANIMAL X ANIMAL X
;] £ A c D
-10 18 14 2.5 1148 12 18 2.3
-7 18 14 2.5 1i8 14 18 2.6
-2 18 114 25 18 14 18 2.6
-1 18 14 2.5 1/8 4 18 2.6
Y] 18 14 2.5 s Ha e 2.6
1 118 14 2.5 1/8 Va4 18 2.6
2 s 14 25 18 14 18 26
3 18 14 2.5 18 14 16 3.0
4 1ia 114 2.0 8 14 116 3.0
5 114 14 2.0 18 4 16 3.0
] 114 14 2.0 18 14 116 3o
7 114 4 2.0 18 1/4 18 26
9 1ia 18 2.5 hik:) 14 116 3.0
1" 14 18 2.5 116 18 1/16 38
13 1i4 18 2.5 1716 U8 e 36
15 14 U8 2.5 13z 18 1186 4.0
17 14 18 25 132 18 1me 4.0
19 114 18 25 1132 18 136 4.0
24 114 18 2.6 1432 18 16 4.0
29 14 18 2.5 132 18 1/8 3.6
34 14 s 2.5 1116 14 1/8 3.0
39 114 18 25 e 14 116 33
a5 iia 1B 2.6 116 14 1/16 33

NOTA: Laos promedios estdn expresados en Jogaritmo hase 2.

35



Fig. 1

TITULO DE ANTICUERPQS DETECTADOS POR MEDIO DE LA TECNICA DE
HEMAGLUTINACION PASIVA EN CABRAS INOCULADAS CON T. gondii
Y EN LAS DEL GRUPO TESTIGO.

TIULG DE AC. LOGARITMO BASE 2,

4

1 1 1 | ! I 1 1 ! !

-10

5 0 5 10 15 20 26 30 35 40 45" .

== GRUPO PARASITADO. + GRUPO TESTIGO.

9
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DISCUSION

La toxoplasmosis congénita es reconocida como importante causa de
pérdida de fetos en ovejas y con base en evidencias seroldgicas, es considerada
como causa significativa de muerte perinatal en cabras. Asimismo, la presencia
de abortos o nacimiento de cabtitos muertos es también an gran parte debido a

esta enfermedad (Munday y Mason, 1978).

Por otra parte en cabras, la enfermedad en forma clinica debe
diferenciarse del aborto provocado por olros agentes {Coxiella burnetti, Brucella
spp. y Qhlamydia spp.) que causan placentitis, en cuyo caso comprende la
region intercotiledonaria, mientras que en el caso del aborto toxopldsmico ocurre

necrosis sélo en cotiledones (Cuéllar gt al., 1986).

£l comportamiento serologico observado en el presente trabajo, no mostré
una intensidad mayor a 1:16, sin embargo su dindmica es similar a la reportada
por Carrada en 1983 en un estudio seroldgico hecho en humanos con
toxoplasmosis aguda y en donde a! igual que en éste trabajo se observa un

incremento de titulos de las 2 a las 4 semanas posteriores a la infeccién.

Lo anterior se puede atribuir a que al inicic del trabajo los caprinos
mostraron titulos bajos {1:2, 1:4 y 1:8B), no existiendo la posibilidad de encontrar
animales seronegativos; estos animales probablemente ya padecian una
toxoplasmosis crénica ya sea congénita o adquirida; lo cua! hace pensar en una

raspuesta inmune previamente montada.
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El comportamiento de les niveles de anticuerpos en e! lote experimental,
que se aprecia en fa figura 1 vy que ya fue desecrito, se explica de la siguiente

manera:

Los dias 3, 4, 5, vy 6 post-inoculacién se detectd un incremento de
anticuerpos cofrespondiente probablemente a la presencia de IgM; éste tipo de
inmunoglobulina se hace presente en la respuesta inmune primaria, siendo su
praduccién muy baja, y luego tiende a declinar; posterior a esta declinacion, se
observa un nuevo incremento en les titulos de anticuerpos, éstos quizd
corresponden ya a una produccién de |gG, que van substituyendo en forma
progresiva a las IgM de la respuesta inmune primaria; el thulo de las probables
lgG sigue aumentando hasta llegar a un maximo los dias 15, 17, 13 y 24 post-
inoculacién, La baja de anticuerpos en los dias subsecuentes se debe al proceso

de enquistamiento por parte del parasito.

Cabe mencionar que la anterior explicacian encuentra fundamento en al
trabajo presentado por Turunen en 1983, en donde por medio de la prueba de
ELISA se demuestra el comportarniento de las inmuneglobulinas 1gG, IgM e IgA
en respuesta a una toxoplasmosis humana, y que en conjunto reflejan una
dindmica también muy similar a la obtenida por nosotros en el presente trabajo,
Turunen sefala que las IgG en el caso de un paciente con toxoplasmosis aguda
muestran una rapida y fuerte respuesta, llegando a un pico maximo
aproximadamente tres meses mas tarde y el titulo més bajo se alcanza dos afios
después aproximadamente; sin embargo en el caso de las IgM el incremento

Iniclal es mas répido que el de IgG. El pico maximo se alcanza aproximadamente
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un mes después de la infeccién. El decremento de estos anticuerpos también es
yapldo dependiendo del individuo, de tal forma que a los seis meses posteriores a
la infeccién en la mayoria de los pacientes este tipo de inmunoglobulinas ha
desaparecido. En cuanto al aumento inicial en la respuesta de 1gA es més lenta
que la cbservada con las 1gG; el pico méximo es alcanzado aproximadamente al
mismo tiempo que el pico maximo de 1gG. La respuesta declina en forma méas
fenta que en el caso de las IgM, pero mds rapidamente que las 1gG, de manera
que solo en unos cuantos pacientes despuds de un afa pueden ser detectados

muy bajos niveles de este tipo de anticuerpos.

En el caso del grupo testigo ¢l descenso en los titulos de anticuerpos que
se registro los dfas 4, 5, 6 y 7 post-inoculagién, es atribuido a una situacion de

estrés.

Lo anterior se fundamenta en los niveles de cortisol sanguineo
encontrados por Carbajal en 1990 en éstos mismos animales durante ia

realizacidn del presente trabajo.

Aunado a lo anterior hay que sefalar que la principal respuesta inmune
contra T. gondii es de tipo celufar, dado que es un parésito intracelular estricto
que se duplica dentro de las células durante su etapa de taquizoito, sin embargo
simultdneamente se desencadena la produccidon de anticuerpos {os cuales junto
con el complemento dan cuenta rapida de los parédsitos que se encuentran libres

en los liquidos corporales, disminuyendo asf el paso de los mismos de una célula
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a otra, pero influyen poco en las variedades intracelulares del parésito. Estos son

- destruidos por una respuesta inmune debida a células (Tizard, 1988}.

Ademés los tinfocitos T. sensibilizados liberan linfocininas en respuesta a
ribonucleoproteinas del toxoplasma. Estas linfocininas actdan sobre los
macréfagos volviéndolos resistentes a los efectos destructores del toxoplasma y
luego ayudéndoles @ matar al pardsito intracelular, Gquizd suprimiendo el blogueo
que impide la fusién de los lisosomas con el fagosoma. Por otra parte, los
linfocitos T. citotéxicos también pueden destruir taquizoitos de toxoplasma vy
células con toxoplasmosis. Asl rnismo el interferén es activo contra toxoplasma
por su capacidad de activar macréfagos y estimular células citotéxicas T. de
dsta forma se combinan la respuesta inmune celular y la respuesta inmune

humoral para eliminar la etapa de taguizoito (Tizard, 1988),

Por dltimo hay gque tomar en cuenta gue a partir del momento en que esta
respuesta inmune ya previamente armada empieza a neutralizar al pardsito, éste
tiende a enguistarse no ofreciendo antigenicidad alguna; de ésta forma baja aun
mas rapidamente la cantidad de antigeno circulante, la estimulacion antigénica y

por tanto la produccidon de anticuerpos {Tizard, 1988).

El hecho de que en el grupo testigo se hayan presentade titulos
constantes de anticuerpos pero en promeadio bajos {1:4 & 1:B), confirma la
presencia de una respuesta inmune ya previamente armada, que al no ser

estimulada no registré titulos mayores.
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VCONCLUSIONES

Tomando en cuenta el anlisis de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, en los cuales se observa que los sueros procedentes del grupo
experimental mastraron un tituio constante de 1:8 antes del dfa en que se lievé a
cabe la inoculacidn y hasta el dia 2 post-inoculacién, momento a partir del cual
se empezd a manifestar un incremento paulatino en el ttulo de anticuerpos
hasta llegar a un pico maximo promedio de 1:16 que se did en las muestras
obtenidas los dias 15, 7. 19 y 24 post-inoculacién, para posteriormente
descender y finalmente estabilizarce a partir del dia 39 y hasta el dla 45 post-
inoculacién; mientras que los sueros procedentes del grupo testige reflejaron
titulos bajos pero constantes de anticuerpos (1:8), disminuyendo en aquellas que

fueron obtenidos los dlas 4, 5, 6 y 7 post-inoculacion a 1:4, se concluye que:

La técnica de hemagluunacion pasiva aplicada en cabras inoculadas con
trofozoitos de T. gondii, posee mucha sensibilidad, pcre poca especificidad,
pudiendo ser muy Util para estudios de seroprevalencia, donde interesa conocer
el estado inmunoldgico de los animales de un hato o una region, sin embargo, si
se quiere hacer el estudio de casos con evidencia elinica de abortos, se cuenta
con la técnica de inmunofluorescencia indirecta, que es el métoda idoneo para

confirmar una infeccién aguda, en donde un titulo Gnico de 1:80 o0 mMé&s es

suficiente para fundamentar el diagnostico.
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APENDICE
PRUEBA D‘E'HEM‘AGLUTINACiON PASIVA O INDIRECTA,

Es una prueba en la cual los sistemas de precipitabcién se convierten en
sistemas de aglutinacién, y ésto consiste en adsorber antigenos solubles a una
particula grande e insoluble, como son los eritrocitos. Esta prueba es capaz de
detectar cantidades muy pequefias de anticuerpos (de 0.02 a 0.04 ug de

protefna de anticuerpo}.

Al tratar los eritrocitos de carnero o tipe "0" de humano con una solucién
diluida de 4cido tdnico, adquieren !a propiedad de adsorber proteinas sobre su
superficie. De tal manera que dichos eritrocitos cubiertos con proteina son
agiutinados en presencia de antisuero especifico contra la proteina adsorbida. La
ventaja principal de esta técnica es su sensibilidad, ademas de que se puede

probar un gran nidmero de sueros al utilizar métodos de microtitulacién.

Los sueros a probar primero se descomplementan y luego se absorben ¢ccn
un volumen igual de eritrocitos con objeto de eliminar anticuerpos heteréfios.
Para obtener resultados reproducibles, 138 concentracién de eritrocitos a
sensibilizar con antigeno, debe estandarizarse, puesto que hay una relacién
inversa entre la concentracién de células y el titule de anticuerpos. El titulo de
aglutinacién se duplica cuando la concentracién de células se disminuye a la

mitad.
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Para conocer e! titulo de anticuerpos en un suero, se efectdan diluciones
seriadas de éste en un diluyente apropiado (Suerc Normal de Conejo (SNC) al
1% en P8BS pH 7.2) y luego se anaden cantidades constantes de una suspension
de eritrocitos sensibilizados con antigeno especifico. La diluciéon mas alta que
provoque una clara aglutinacién se considera como punto final de la reactividad

y representa el titulo de anticuerpos del suero.

En el siguiente esquema se ejemplifica e! patrdn de lectura en la prueba de

hemaglutinacién pasiva o indirecta, asi como su interpretacion.

POZO Mo, 1 1

3 4 s &
BRUCION 1,14 22 & 178 138 e

{Hn oy
10fL SUERO O

1.0 4.8

PATRON DE LECTURA EN LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA O
INDIRECTA.

INTERPRETACION:
PQZOS 1-6 (+) AGLUTINACION.
POZO 7 (/) AGLUTINACION PARCIAL.
POZOS 8-9 () SEDIMENTACION.



EQUIPQ Y BEACTIVOS

Equipos

Agujas Vacutainer.

Tubos Vacutainer.

Refrigerador con capacidad de -20%¢.
Centrifuga, capaz de BOO x g.

Bafios Marla, 56 v 37%c.

Tubos de centrifuga ¢odnicos graduados de 12 mi,

Material de cristaleria:
Pipetas serologicas.
Matraces.

Vasos de precipitados.

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm.

Equipo de microtitulacion:

Pipetas de 0.05 m! y de 0.025 ml.
Microdilutores de 0.05 ml.

Placas con fondo en "U".

Vibrador.

Reactivos:
Azida de sodio.

Solucién de Alsever.

44
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Solucién salina buferada (PBS pH 7 2 y pH 5 4)
Suero Normat de Conelo (SNC)

Acido tanico.
Antigena. i
Suero positivo de tiwulo canocido y stero contros negati\)o‘

Eritracitos: de carnero o-de humano tipo "O" ("adejar las células cuando

menos 8 dias a 4°C antes de usarlas).
Preparacién de reactivos.
Soluciones anticoagulantes

Solucién de Alsever:
Dextrosa 2.05q.
Citrato de sodio dihidratado 08 g.
Clorure de sadio 0.42 g,
Acido citrico 0.055 g 6 0.55 mt.
de Acido acético al 10%.
Agua destilada 100.0 ml.

(esterilizar por filtracién y almacenar a 4°C).
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Solucidn saling buferada (PBS)
Soluciones stock:
NazHPO4 0.15 M 21.3 gflitro de agua destilada.

KHPO,  0.15M 20,4 g/litro de agua destilada.

NaC! 0.15 M 8.8 g/litro de agua destilada.

PBS, pH 6.4:
NazHPO4 0.16 M 32.3 mi,

KH2P04 0.16 M 67.7 mi,

NaCl 0.15 M 100.0 mi.

PBS, pH 7.2:
Na,HPO, 0.15M 76.0 ml.

KH,PO, .15 M 24.0 mi.

NaCl Q.15 M 100.0 mi.

iluyente: 10 normal de conejo {SNC) al 1%
Inactivar suero de conejo normal a 56°¢C por 30 minutos. Absorber con
eritrocitos de carnero, (0.1 ml de eritrocitos + 0.9 m! de suero). El suero
inactivado puede guardarse congelado y debe ser reinactivado a 56°C por 10

minutos antes de ser usado.

Mezcle 1 mi de suero en 89 ml de P8BS, pH 7.2,
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Si el diluyente reacciona. con eritrocitos tanizados 0 con eritracitos
sansibilizados, se debe descartar y se utiliza ouro suero de un conejo que no

reaccione.

Preparacion de 1as dilugiones de 4cido ténicg, 1:1,000 v 1:20,000
Inmediatamente antes de usarse, prepare una solucién fresca de una
dilucidn 1:1,000 de acido ténico, disolviendo 20 mg de acido ténico en 20 m! de
PBS, pH 7.2. Diluys la solucidn stock 1:1,000 a 1:20 para obtener la dilucién de
1:20,000 que se usa en la prueba {2.0 mi de 1:1,000 + 38.0 m! de PBS, pH
7.2}, Si las células no tienen el efecto de tanizado o si hay una aglutinacién
espontanea, se deben de probar diferentes concentraciones de dcido tanico para

determinar ia dilucion 6ptima para el tanizado.

A. TANIZADQ DE ERITRQCITQS.
1. Lavar los eritracitos 3 veces en PBS, pH 7.2 a BOO x g por 5 minutos 2

veces y por 10 minutos una vez.

2.- Poner 1 mil del paquete de erittocitos en 39 mi de PBS, pH 7.2 para

obtener una suspension al 2.9%.

3.-  Afadir un volumen igual (40 ml) de solucién de &cido tanico 1:20,000;

mezclar e incubar en un bafo Marfa a 37°C por 10 minutos.

4,-  Sacar los eritrocitos del bafio Maria y centrifugar por 5 minutos & 800 x g.

Dascartar el sobrenadante, lavar con PBS, pH 7.2, centrifugar a 800 x g
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por 10 minutos y resuspender {os eritrocitos en PBS, pH 6.4 para hacer

una suspensién al 2,5% (1 mi de eritrocitas + 39 mi de PBSY.

B. SENSIBILIZACION DE ERITRQCITOS.
.- Sensibilizar ios eritrocitos tanizados agregando un volumen igual de una

dilucidn optima de antigeno en PBS, pH 6.4 a la suspension de céiulfas.

2.-  Incubar la mezcla en un bafo Marfa a 37°C por 15 minutos. La difucién
dptima debe ser predeterminada para cada lote de antigeno por medic de

fa titutacion de éste con el antisuero codacido.

Determinacion de fa concentracion optima de antigeno:
ERS Preparar 4 diluciones de antigenc en PBS, pH 6.4 por
ejemplo: 1:25, 1:50, 1:100, 1:150.

b.- Sensibilizar los eritrocitos,
c.~ Utilizar un suero negativo y otro positive por cada ditucidn.
La concentracién mas baja det antigeno que da el mayor titulo con
el suero inmune v no reaccién con e! suero negativo es considerada

como optima.
Nota: En el caso del presente trabajo, la ditucidn dptima fue de 1:25.
3.-  Centrifugar @ 800 x g por 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y lavar las

células 2 veces con SNC at 1% en PBS, pH 7.2: 1a primera a 800 x g por

5 minutos y la Ultima a 800 x g por 10 minutos.
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Ajustar los eritrocitos a una suspensién al 1.5% en SNC al 1% (por
ejemplo: 0,15 mi del paquete de eritrocitos + 9.85 mi de SNC al 1%).

C, PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA,

1.- Ynactivar los sueros por 30 minutos a 56°C Absorber los sueros con
eritrocitos {0.1 ml de eritracitos + 0.9 ml de suero e incubar por 30
minutos a 37°C).

2.- En placas de microtitulacion wansferir 0.05 m! de SNC al 1% con una
pipeta a los pozos en dende se vayan a hacer las diluciones.

3.- Transferir 0.05 mi de suero que se vaya a probar con un microdilutor aj
primer pozo que contenga 0.05 m! de SNC at 1%.

4.- Mezclar y hacer 12 diluciones de suero pasando 0.05 ml a cada pozo vy
eliminar los 0.05 m!, del vltimo pozo.

5.- Mazclar las diluciones poniendo la placa en un vibrador. Con una pipeta
agregar 0.026 mi de la solucion sensibilizada de eritrecitos al 1.5% a cada
dilucién de suero. '

6.- Mezclar con un vibrador y dejar la placa en reposo a temperatura ambiente
por 2 ¢ 3 horas {o incubar 2 4°C por 12 horas).

7. Leer 1a placa por medio de los patrones en el fondo de los pozos.

ESTA TESIS K@ DEBE-
SAUR BE LA BIBLIGTECA
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NT] ES.
Controf del diluyente: Transferir 0.05 ml de SNC a! 1% a varios pozos y agregar
0.025 mi de los eritrocitos sensibilizados al 1.5%. Esta reaccién debe ser
negativa.
Control de _suero: Preparar una suspension a! 1.5% de eritrocitos tanizados no

sensibilizados en SNC al 1%. Preparar una placa por duplicado con diluciones
seriadas del suero a ser probado, 6 pozos de cada suero en vez de 12. A cada
pozo, afadir 0.025 ml de eritrocitos tanizados no sensibilizados al 1.5%. Se
debe obtener una reaccién negativa con cada suerd; si el suero reacciona se e

debe absorber con eritrocitos.
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