y (/ \:5,«
)

:\.:‘.} '
5 “;% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
N DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA
Toxoplasma gondii EN SUERO DE WALLABIE DE
CUELLO ROJO ( M_acrapus rufogriseus) MEDIANTE LA
PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO DIRECTA.

T E S 1 S
Q U E P RESENTA":

ELIZABETH VIDAL HERNANDEZ
PARA OBTENER EL TITULO DE

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

ASESORES: M.V.Z, FERNANDO GUAL SILL
MV.Z. MYANA A, VICENCIO MALLEN

MEXICO, D. F, 1996

~ TESIS CON | |
FALLA DE CRIGEN TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Toxoplasma gondii EN SUERO DE WALLABIE
DE CUELLO ROJO (Macropus rufogriseus) MEDIANTE LA PRUEBA DE FIJACION DE
COMPLEMENTO DIRECTA.

Tesls presentada ante la
Divisién de Estudios Profesionales de la
Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnla

dela
Universidad Naclonal Autonéma de México
Para la obtencian deitltulo de

Medico Veterinario Zootecnista

Por
Elizabeth Vidal Herndndez

Asesores: M:V.Z. Fernando Gual Siii
M.V.2. Myraa A.Vicencio Mallen

México, D.F.
1996



DEDICATORIAS
Te doy gracias Sedor por estar siempre conmigo, por la familia que lengo, por el privilegio de

estudiar ,par haberme puesto en este camino y e ofrezco mi trabajo, mi esfuerzo, mis alegrins
y Iis penas.

Dedico este trabajo a mis Padres Sra. E. Eugenia Herndndez de Vidal y Sr. José Manuel Vidal
Gual por su ejemplo, comprension, sacrificio y esfuerzo.

A mis hermanas Maria Eugenla , Laura Elena, Rosa Maitha y'ni sobrina Vania que estuvieron
conigo y me apoyaron siempre.

A mi esposo Alonso Rodrfguez Barraza que con apoyo y amor siempre e fmpulso a seguir
adelanto.

A la familin Rodiiguez Barraza por su ayuda y cario.
A mis asesores M.V.Z Fermnando Gual que me dejo comparti la experiencla de tratar con
animales sitvestres y a M.V.2. Myma A. Vicencio Mallén que fué mds que mi guia, mi amiga y

que gracias a ella llegué hasta el fin.

Agradezco a todas las personas que indireciamente colaboraron para realizar este trabajo



CONTENIDO

RESUMEN Lo YRR
INTRODUCCION ...... weavens

MATERIAL Y METODOS
RESULTADOS ..., RN - 19
DISCUSION ......... e
CONCLUSIONES ........
LITERATURA CITADA .
FIGURAS 5.6
CUADROS . v 16,20,21

o s




RESUMEN

VIDAL HERNANDEZ ELIZABETH. Detfeccion de anlicuerpos contra
Toxopfasma gondii en suero de wallabie de cuello rofo (Macropus
rufogriseus) mediante la prueba de fijacién de complemento directa.

(hajo ta direcclon de: Fernando Gual Sitl y Myrna A, Vicencio Malien).

Se reallzo un estudio seroldgice para detectar anticuerpos contra
Toxoplasma gondii en  wallabies do  cuello rojo  (Macropus
rufogriseus) de dliversas edades y sexos, albergados en el
Zoolégico de Chapuitepec. Se utllizé la técnica de Fijacién de
complemento Directa en microplaca a 37 °C y 4 °C.. De los doce
sueros - probados el 100% presenté anticuerpos contra Toxoplasma
gondli fanto en frio como en caliente. La toxoplasmosis como
enfermedad eplizoolica sugiere ta Importancia de mantener atojados de
los zootoglcos a los gatos domesticos para prevenir la dlsenﬂnacion_dq
coquistes y la infeccidn por T. Gondli a marsuplales susceptibles; asi

como al personal que se dedica a su cuidado y visttanles del mismao, .



INTRODUCCION

La toxoplasmosis es causada por un pardsito coccidia ublcuo

denominado Toxoplasma gondii que tiene distribucion mundial (5,7).

Dicho pardsito tiene un ciclo sexual en el epitelio inlestinal de los
fetinos y un ciclo asexual exiraintestinal en fejidos de humanos,
otros mamiferos y aves. Esle parasilo fué descublerto por Nicolle y
Manceaux en 1908, en el norte de Africa en un rooedor liamado
*Gondi" (Ctenodactylus gondil)y y posteriormente se ha encontrado
enh unhas B0 especies de animales domésticos y siivesires los cuales se
comportan como huéspedes intermediarios. Se identificé en el hombre
en 1914 (2,5,7,10).

La importancia de esla infeccidn estriba en que la mayoria de los
animales doméslicos son huéspedes del parasito, por lo tanto hay
varias formas posibles en las cuales el humano se ve implicado en el
ciclo bioldgico del protozoario (11,15).

Debido a que tanto en el hombre como en los animales domésticos, la
infeccién en la mayoria de los casos es de curso subclinlco, su

importancia ha sido poco apreciada.

TAXONOMIA
Toxoplasma gondil es un protozoario

perteneciente al

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Aplcomplexa
Clase Sporozoea
Subclase Cocclidia

Orden Eucoccidiida



Suborden Eimeriina
Familia Sarcocystidae
Genero Toxoplasma
Especie gondii

CICLO DE VIDA

Los galos demeéslicos y olras especies de felinos son  los  (nicos
huéspedes definilivos de Toxoplasma gondii. Depués de que el gato
ingiere carne infeclada se presenta el ciclo coccidiano en el
intestino, con estados proliferalives sexuales y con desarrollo de
ooquisies, Después los ooquistes son excrelados y  esporulan en el
exterior en medios adecuados de temperalura ( 20 °C a 24 °C) y
humedad; dando lugar a los esporozoitns; éstos son capaces de
infeclar una gran varicdad de huéspedes iplermediarios como  son
roedores, aves, animales silvesires y ¢l hombre entre otros. Los gatos
y los huéspedes intermediarios sufren algunas lesiones en diversos
tejidos producidas por los taquizoftos en la etapa aguda de la
infeccidn,

Los bradizoitos se desarrollan on lejidos: qulslicos durante |la
infeccion crénica y resisten la Inmuntdad. Cuando los galos son
infectados con bradizoltos el perlodo prepatente es mucho - més
corto (4 a 10 dlas) que cuando Ingieren ooqulsies (21 a 48 dlas); esto
muestra la Importancia bioldgica del bradizolto en esta etapa. Figurat
(13,16). ‘

El parasito persite por mas tiempo como lejido quistico en huéspedes

Inlermediarios que como ocoquistes en el suelo. El .largo recorrido de

~aves migralorias sirve para difundir ta infeccidn  en el mundo salvaje

(16).



EPIDEMIOLOGIA
La toxoplasmosis en un parque zooldgico puede tener varias formas de

transmision:

a) ingestién de ooquistes en malerial contaminado por heces de
gato.(alimacenes de heno, grano, elc.)

El personal epcargado de los animales, los roedores, las aves, las
cucarachas, las escobas, etc. pueden ser vectores mecinicos.

b) ingestién de tejido quistico en carne cruda o poco cocida.

¢) infeccion lransplacentaria de trofozoitos (lransmisién vertical).

Figura 2 (16,31)7

El curso de la infeccion depende de varios faclores lales como la
receplividad natural de la especie animal y su capacidad de reaccion
que esla Influenciada por diversas - circunstancias como su eslado

tisiolégico, dosis infectante, asi como [as posibles reinfecciones (7).

Los animales de zooldglco son especialimente susceplibles a la
toxoplasmosls . debido a diversas causas como: predisposicidn
genélica, tensidn o estrés provocado por el cauliverio, exposicién a
bajas temperaturas, gostacién o lactacién, edades extremas,
desordenes enddcrinos, tratamijento con corlicosieroides y olros
agentes  inmuhosupresores, Inleccfones concomitantes  y ia

proximidad de galos domésticos y silvestres.(5,10,20,30).



" | Fase"Coccidial’ (0 inlestinal) y

5

TRANSMISION DE TOXOPLASMA
(Modificado de Quinn, PJ. 1972)
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Ciclo de Toxoplasma gondii en los Zooldgicos
(Modificado de Frenkel, 1990)
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Dentro de los wmarsupiales, la (nmlﬂa Macropodidae comprende
diferentes ospecies de canguros y  wallabies. La  infeccion por
toxoplasma en marsupiales en vida libre es coman pero generalmente
inaparente y se detecta solamenle por exdmenes serolégicos o
histopatolégicos. Las infeccionos subclinicas pueden provocar fa
muerte aguda en anhmales sometidos a estrés tanto  en  vida libre
como on cautiverio y se observan casos de miocarditis y
ancelalitis fulminante (4).
PATOGENIA Y PATOLOGIA

L.a patolfisiologla de 1a infeccion en huéspedes inlermediarios es igual
sila infeccidon es adquirida mediante la ingestion de ooquistes o por
la ingestion de tejido quistico en la carne. Dentro del huésped
primoinfectado, los esporozoitos contenidos en el ooquiste o los
trofozoitos (bradizoftos) provenientes del quiste fnvadoen fas céiulas
ejerciendo una accion exfoliatriz al alimentarse del citoplasma de las
céluias parasitadas. siendo ¢sta una accion trawmatica que se
manifiesta por fa ruptura de ia célula parasitada, dando como
consecuencia ta Invasién de otras células. Esta accién es

respansable de las leslones que se observan a la necropsia (34).

La necrosis es causada por el crecimiento intracelular de ios
taquizoitos (etapa secundaria al trofozoito). EI proceso Inffamatorio

sigue a 1a necrosis iniclal, después los taquizoltos empiezan a

~desaparecer de [os tejldos viscerales, poro permanecen como quistes

(hradizoltos) en tejido nervioso como ia médula y cerebro, en donde

permanecen toda la vida dei animél (34).

Después de formados los qulstes, la enfermedad no tarda en
manifestarse clinicamente, Muchos casos de toxopiasmosls “leve en

anlnales y aves en un parque zoofdglco no se diagnostican y la



infeccién se resuelve sin ltratamiento. Los animales desarrollan
inmunidad después de la infeccién inicial 'y no manifiestan la
enfermedad a  menos que sean somefidos a teasién ylo
inmunosupresién. Estos animales no transmiten la infecclén a menos

que sean consumidas por otros animales (31).

La patogenia incluye la invasion de nodulos mesentéricos y otros
6rganos por via linféllca vy sanguinea; multiplicacidn en
diferentes tejidas, desarroilo de praceses como linfadenitis,

hepatitis, neumonia y encetaiitis (§).

La neumonla se debe a la confluencia de muchos punlos focales en
pulmén; 1a hepalitis puede convertirse Jo suficientemenie severa como
para producir ictericia y ia miositis puede progresar a un esfado de
incapacitacién. Un pequefio foco en el {allo encefdllco cerca de un
centro vitai puede causar una muerte sablla, mientras que un daflo en
la médula puede producir monoplejia o en algunos casos paraplejia,
pudiendo también causar alteracinnes en ol ritimo cardfaco (5).

Las ieslones enconiradas a 1a necropsia en algupos animales no son
macsoscdpicamente visibles, en alguhos casos se observa
congesitdn, edema y consolidaclén pulinonar, gldndulas adrenaies
dilatadas y congesllonadas, hemorragia y uiceracléon del estémago e
intestino delgado, IiInfadenomegalla y esplecnomegalia.
Microscopicamente, en pulmén se ohserva una neunionia Intersticial y
acumulacién de macréfagos. EI miocardio, presenta uecrosis - e

inflamacién neulrofilica (8,9,10).

Eu los wallables se ha  encontrade  mlocarditis,  mlositis,
hidrotérax y -ascltls Jos cuales se alribuyen ~ a  alteraclones
cardiacas, la signologia entérica es atrlbuida a la miositis. Tambiép

pueden enconfrarse otros 6rganos lesionados como pancreas y bazo, Se



pueden observar iesiones en el ofjo como  queratilis, uvellis,
careidaretinitis o endoftalmitis, iridiociclitis cronica 'y reaccion

inftamatoria focat (1,2,9,10,28,35,37).

SIGNOLOGIA
Aungue {a toxoptasmosis no siempre se manifiesta, se ha informado la
presencia de ésta en colecciones  zooldgicas. Estos  Informes
detalian ta enfermedad y muerte en marsupiaies, monos y lemures,
enire olros, después de la infeccidn por Toxoplasma gondii (31).
Las wmanifestaciones ciinicas se revelan  cuando  los cambios

patotogicas san lo suliclentemente severos para caysar fa disfuncion,

En el pargue zooldégico de Kioxville se observaron casos de
loxaplasmosis en wallabies y olros marsupiales, Jlos cuales
presemlaban tetargia, insulictencia respiraloria y muerle al  cabo de
unas horas después del periodo de tetargia (12).

En los marsupiales ta enfermedad se presenia en dos formas :
1)Toxoplasmosis aguda, que a menudo se presenia como broles vy
muerle repentina. Laos signos ctinicos que llegan a. observarse son
Insuficiencla respiratoria y/o lesiones del sistema nervioso.

2) El seqgundo tipo es resultado de la reactivacién de la infeccién

latenie (10,25,26,27,28,31).

Los animales que sobreviven a la eblzoolla desarrolian akmicuerpos
conlra Toxopiasma gondii, pero esta inmunidad producida en  los
marsupiales, no parece ser prolectiva por largos periodos de
tiempo. Generalmente eslos anlmales mueren del sindrome clinico
car'acterisuco. lo cuai puede ser debido a que al iguai que oiras
particulas anligénicas; los prolozoarios pueden esthmular tanto. la
inmunidad humoral como Ia mediada por céluias. En .general los

anticuerpos sirven para controlar el nivel de parédsilos libres en la
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corriente sanguinea y en los liquldos tiselares, en tlanto que las
respuestas  lanmunitarlas  mediadas por células se  orientan
prlnclpalménle cantra los pardsitos intracelulares. Los antlcuerpos
séricos contra los antigenos de superflcie de los protozoarios pueden
opsonlzarlos, agtutinarlos o [nmovilizarles. Los antlcuerpos junto con el
complemento y con las células ciloléxicas, puaden matarlos y algunos
antlcuerpos pueden actuar para inhlbir a las enzimas de los

protozoarios de modo que se corte su reproduccidn,

Los protozoarios Intracelulares se destruyen por medlo de wuna
respuesta Inmunilaria  medlada por céiulas. Los |linfocitos T
sensibllizades liberan interferén (IFN) gamma principalmenie como en
respuesta a las rlbonucleoproteinas de Toxoplasma. Este IFN gamma
puede actuar sohre los macréfagos, primero para hacerlos resitentes a
los efectos de Toxoplasma, y segundo para ayudarlos a matar a los
microorganismos intracelulares, ya que permite la fusian fagolisosoma.
Algunos de estos linfocitos T pueden tHberar también faclores que
interfloren de manera directa con la reproduccion de Toxoplasma.
Ademas, los linfocites T citotéxicos también pueden destruir a los
ltaquizoitos de Toxoplasma y a las células infeciadas por dicho parasito.
Sin embargo, los taquizoilos de T. gondii pueden transformarse en una
forma de quiste conleniendo bradizoitos; que parecen ser no
inmunogénlcos y no estimutan una respuesta inflamatoria. Es poslble

que este estadlo quistico no sea reconocido como exdgeno (38).

Los protozoarios pueden evadir la respuesta Inmunitaria medlante la
Inmunosupresién inducida para promover su supervivencia. Ademds de
la inmunosupresién, los protozoarios han evoluclonado hasla desarrollar
2 esirategias diferentes para evadir la inmunidad. Una de‘ellas impllca
vol'vérse hipoantigénico o carecer de antigenicidad; un ejemplo son los

quistes de T. Gondii que no estimulan la respuesta del huésped y In
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copacidad de alterar con rapidez y repetidamente sus antigenos de
superficie.

Como alternativa a la evolucidn de estudios no inmunogeénicos, algunos
protozoarios pueden volverse no antigénicos desde el punto de vista

funcional, enmascardndose con fos antigenos del huésped (38)).

DIAGNOSTICO
El diagndstico de T. gondii se lleva & cabo por medio de :
a) Hallazgo de ooquistes en heces de gato,
b) Tincidon de Sabin y Feldman: aunque ha sido usada hace tiempo,
tiene los inconvenientes de necesitar sueros de cada especle a
anallzar y el riesgo de infeccion es alto por trabajar con el parasito
vivo.
¢) Pruebas seroldgicas que demuestran la presencia de anticuerpos
como son:

-La prueba indirecta de  anticuerpos fluorescentes: permile la
idontificacion y titulacion de anticuerpos en el suero y de los
antigenos en el tejido o cultivo de céfulas.

-La  prueba directa de anticuerpos fluorescentes: es la més
efectiva de lodas, pero liene el inconveniente del alto costo de los
reactivos y equipo, ademas de requerir -~equipo altamente
especializado,

-La prueba de fijacion de complemento es una de las prueims mas
sensibles y no se corren riesgos de contaminacion.

-La pru'eba de ELISA es electiva pero tiene el inconveniente de el allo
costo de los reactivos.

d) Medianle examenes histopaloldégicos de drganos -en ‘Ios que se
encuentran tejidos quisticos - como - cerebro, ndédules IInfaticos,

pulmén y musculo (3,21,29,31).
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico diterencial debe realizarse con otros miembros de la
familia Sarcocystidae, como Besnotia y Sarcocystis, los cuales tienen
un ciclo de vida, estructura y ultraestructura similar, diferencidndose
en que ambos tienen el quiste de mayor tamaito que el de Toxoplasma
(1.

Toxoplasma tiene predileccidn por cerebro y retina; Sarcocystis afeclia
esqueleto y miasculo cardiaco (no se ha reportado en cerebro) y
Besnotia invade tejido coneclivo especialmente el de la piel;
experimentalinente se ha visto que en hamster produce lesiones en

ojo cuando invade ef cristalino (1).

De la misma manera los ooquistes de Toxoplasma gondii son
indistinguibles desde el punto de vista mortoméirico de los de
Hammondia hammondi y Besnotia dariingi en heces felinas. Los
ooquistes de estas coccidlas solo se diferencian por esporulacién e

inoculacién en animales (17).

PREVENCION Y CONTROL
La toxoplasmosis se puede prevenir de diferentes formas:
1) evitar el contacto entre felinos domésticos 'y silvestres en los
parques zooldgicos.
2) Controiar veclores como pueden ser roedores y aves: asi como
evitar la circulacién de encargados de animaies en las diferentes areas
de los zooldgicos (almacén de alimentos y en albergues de animales
susceplibies a la enfermedad) ya que funcionan como vahiculos dej
parésito (15).
3) Evitar ei acceso de gatos domésticos a jos exhibidores  de los
animales y a las zonas de almacenamiento de alimenlo; ya que Ia

mayoria de fos marsupiales australianos  son herbivoros -y
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presumiblemente adquieren T. gondif por la ingestion de ooquisies en
el alimento (22,24,30,39).

4) La vacunacion con ooquistes de Hammondia hammondi por via
oral ofrece proteccion parcial contra efectos clinicos fatales (6,36).
En  macrépodos los tratamientos que se  han reportado son:
trimetropim (60 mg) y sulfadiazina (300 mq) por animal durante 5 dlas
por via inlramuscular. El tratamiento se suspende por 2 dlas y se
reinicia durante otros 4 dias (14,28).

La clindamicina tiene efectos moderados contra T. gondii; es usada
cuando exisle Intolerancia a la combinacion  sulfadiazina-
pirelamina y os efecliva para cruzar las barreras hematoencefalica y

hematovascutar en animales y humanos (16,17).

HIPOTESIS
El t00% de la poblacién de wallabies de cuello rojo  (Macropus
rufogriseus) perienecientes -al Zoolégico de Chapultepec presentan

anticuerpos detectables en suero conlra Toxoplasia gondli,

OBJETIVO _
Demostrar la presencia de anticuerpos en el suero del 100% de |Ia
ﬁoblaclbn de wallabies de cuello rojo (Macropus rufogriseus) del
Zooldgico de Chapullepec mediante 1a prueba de dijacion de

complemento- directa,



MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se eligld la prueba de fljacién de complemento directa
en microplaca a 37 y 4 " C, debido a la poca cantidad de suero y
reactivos que se requleren para su reaiizacion, asi como la obtencidén

rdpida de resultados.

MATERIAL
Se obtuvieron muestras de 12 wallabies de cuelio  rojo (Macropus
rufogriseus) perlenecientes al  Zoolégico de Chapultepec, ( 9
hembras y 3 machos de diferentes edades), slendo ésta la poblacién
total de ejemplares al momento del presente estudio. Estos
animales comparten el mismo albergue asl como el mismo tipo de

alimentacién y de manejo. (Cuadro 1)



cuadro 1,

Se presenta

IDENTIFICACION DE WALLABIES MUESTREADOS

fa identificacian de {os

animales muestreadaos,

corretactonados c¢on ef numero de muestra asignado en la prueba de

fijacién de complemento.

IDENTIFICACION DE
WALLABIES MUESTREADOS
MUESTRA SEXO EDAD IDENTIFICACION
ANOS  MESES
1 HEMBRA | 2A. M, JUVENIL
2 HEMBRA | 1A, M. JUVENIL
3 HEMBRA | 2A. am. JUVENIL
4 HEMBRA 1M, JUVENIL
5 HEMBRA | 1A, AM.  JUVENIL
8 HEMBRA | 3A. 2M. JUVENIL
7 HEMBRA | 5A. an. ADULTA
8 HEMBRA | 4A. 6M. ADULTA
9* HEMBRA | 6-7A © ADULTA
10 MACHO 1M, JUVENIL
11 MACHO 1A, oM. JUVENIL
12 MACHO | 4A. M. ADULTO

* animat donado procedente del Zoolégico de Taronga en Australia,



METODO
Para la oblencién de la muestra, los wallabies fueron conlenidos
fisicamente y colocados en sacos, dejando salir Gnicamente la cola para
tomar la muestra de la vena caudal con jeringas deo 10 ml, llevando a

cabo previamente la limpieza y desinfeccidn de ia zona a puncionar.

Posteriormente se dejaron reposnr las muestras por espaciode 3 a 5
horas para separar el suero, una vez oblenido éste se colocé en tubos

eslériles para ser cangelados,

Para su transporte se ulilizo una caja de cierre hermético con bolsas
de gel refrigerante. Las muestras se trabajaron en el Laboratorio de
Serologla del Deparlamento de Micrebfologla e Inmupologla do la
Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnla de [a Universidad
Naclonal Auténoma de México.

En el laboratorio los sueros fueron colocados en un congelador a una
lemperatura de entre -12 9C y -14 "C. Para la ejecucion de las pruebas
los sueros fueron extraldos del copgelador y se esperé a que se
descongelaran; enseguida se obtuvo 0.1 ml de cada tubo para vhaccr las

diluciones necesarias.

REALIZACION DE LA PRUEBA
La técnica empleada fué la de fijacién de complemento directa- en
microplaca y se realizé. a 37 "C y 4 °C para poder determinar la

presenclé de anticuerpos de tipo ig G.

La prueba do fijacién de complemento se basa en el efeclo hiolégico
de lisis celuiar del complemento cuando éste es ~fijado por una
reaccién antigeno- anticuerpo, donde el antigeno es wuna céluja y el

anticuerpo esta dirigido contra estructuras celujares. (19,32)
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La prueba consiste de 2 tases : una invisible y otra visible,

Los clementos que inlervienen en ta fase tnvisible son:

-Suero sospechose: cuyo compiemento ha sido previamente inactivado
a 56 "C durante 30 min.

-Antigeno.

~Complemento: se utiliza como fuente de complenento suero normal de

cuye, due ticne mayor actividad hemolitica,

En la {ase visible se afade el sistema indicador también Hamado
sistema hemolitico, el cual vstd constituide por gltébutos rojos de ovino

lavados y diluidos al 2% y sensibilizados con anticuerpos espectficos
llamados hemolisina,

Para realizar la prueba se hicieron ditluciones dobles de cada suero. Se
inicié con una ditucion 1:20, se les agregd el antigeno y el
complemento estandarlzado a 2 UC' (unidades complementio) 100%
hemoliticas. Se incubd a 60 min a 37 "C en bade maria y al finalizar
este tiempo se agregd el sistema hemolitico fncubdndose nuevamente a
37 °C por 30 min. Los controles utilizados {ueron: conirof de suero
(para defectar efecto anttcomplementario del mismo) Ag, Ag-C', C'y
SH. '

Si ea e} suoro hay anlicuerpos especificos conira el anligeno hay una
reaccton antigeno- anticuerpo y el complemento se . fijard a ésla

mientras que el sistema hemolitico sedimentard siendo este un
resultado positivoe.

Ahara blen st el suero carece de anticuerpos especificos para el
antigeno conocido, no hay reacclon antigeno- anticuerpo por o que el

compiemento queda libre y at afiadir el sistema hemalitico, éste fija el

- completnento  producléndose la lisis . de los gléhulos rojos
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sensibilizados (hemdlisis) siendo un resultado negativo. Una prueba de
fijacion de complemento hegativa no descarla la enfermedad y una

positiva no siempre confirma la infeccion aguda, (23)
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RESULTADOS

La prueba de fijacion de complemento se realizé 5 veces a cada uno de
los sueros sospechosos, con el fin de obtener resultados veraces y
eliminar los posibles resultados falsos positivos o falsos negativos.
Los resultados obtenidos confirman que el 100% de los wallabies de
cuello rojo muestreados presentan anticuerpos detectables contra T.

gondii
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cuadro 2. TITULOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE FIJACION DE
COMPLEMENTO A 37 °c.

Se muesira que los animales con mdas altos niveles de anlicuerpos

son los animales adultos y un solo juvenil.

TITULOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE
FIJACION DE COMPLEMENTO A 37 "C
MUESTRA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA |IDENTIFICACION
1 2 3 4 5
1 1720 | 1/80 1120 1/20 1/20 | HEMBRA J.
2 - 1140 - . . HEMBRA J.
3 1780 | 1/80 | 17160 | 1/160 | 1/160 | HEMBRA J.
4 - . - . 1/20 | HEMBRA J.
5 . . . 1/20 1/20 | HEMBRA 4.
] - . - 1120 1120 | HEMBRA J.
7 1/80 | 1/80 | 1/320 | 1/160 | 1/640 | HEMBRA A.
2 - 1/20 1/40 1120 1120 | HEMBRA A,
o | 120 | 180 1/20 | 1/160 | 1/320 | HEMBRA A.
10 - 1120 1120 1/20 1/20 | MACHO J.
11 - - 1120 - 1440 | MACHO.J.
12 1/80 | 1/80 | 1/320 | 1/640 | 1/640 | MACHO A.
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cuadro 3. TITULOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE FIJACION DE
COMPLEMENTO A 4 °C

So muesira que a esia femperalura Ia prunha es mas sensible ya que

los tllos s8 manluvieron e incluso algunos aumentaran.

TITULOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE

FIJACION DE COMPLEMENTO A 4 'C

MUESTRA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA | PRUEBA | IDENTIFICACION
1 2 3 4 §
1 1120 | 120 | 120 | 120 | 120 | HEMBRA 4.
2 1720 | 120 | 120 | 1/20 | 1/20 | HEMBRA J.
3 11640 | 11640 | 17320 | 11320 | 1/640 | HEMBRA 4.
4 120 | 120 | 1420 | 120 | 1/20 | HEMBRA J.
5 120 | 120 | 120 | 120 | 1/20 | HEMBRA J.
6 120 | u20 | 1720 | 120 | 1/20 | HEMBRA J.
7 1/320 | 1/320 | 1320 | 1460 | 1/320 | HEMBRA A.
8 140 | 1320 | 20 | 120 | 1/20 | HEMBRA A.
9 11640 | 1/320 | 11320 | 1/320 | 1/320 | HEMBRA A.
10 120 | 120 { 120 | 120 | 120 ‘| MACHO J.
11 . . AR . MACHO J.
12 1/640 | 1/640 | 1/640 | 1/320 | 1/640 | MACHO J.
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DISCUSION
1.- Los animales muestreados estdn infectados con T. gondii, debido

a que se detectaron litulos de anticuerpos a 4 °C.

2.-La infeccién es confirmada debido a:

a) Se han tenido informes de toxoplasmosis histopatolégicamente
comprobada en el Zoolégico de Chapultepec desde que los animales
Hegaron provenlentes del Zoolégico de Taronga en  Sidney,
Australia en 1988.

b) aproximadamente 1 allo y 9 meses después de la toma de muestras,
se registraron algunas muertes de animales; 2 efjempiares presentaron
signologfa nerviosa, dos {rastornos respiratorios (neumonfa) y
enteritis; y solo uno presento hepatitis y pancreatitis. El dlagnéstico
integral de los ¢éslos fué de toxoplasmosis.

Las muertes por toxoplasmosis comprobadas histopatolégicamente
corresponden a los individuos con nimero de identificacion 1, 2 y 10,
animales que en este estudlo, presentaron niveles de anticuerpos

bajos.

Eslos anlmales estuvieron expuestos a cambios climaticos (poca de
invierno), problemas de sobrepohlacién, competencia por espacio ykpor
hembras 1epléndose como consecuencia un .estado de léusldn ylo
inmunosuprestén lo que presumibiemente llevé a ia loxoplamo_sls

clinica.

3.-Losvv'e]emplares donados por el Zooldgico de Taronga en Auslralia
probablemenie se enconiraban previamente Infe‘clados transmitiendo et
parasito verticalmenie a sus crias; otros ejemplares ‘pudlyeron adquirir
ta toxoptasmosls a través de  los exhibidores y/o del alimehlo'

contaminado con heces de gatos Infectados,
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4.-La uniformidad de {os datos oblenidos en fa prueba a 37 'C se debio
a algunos prablemas al llevar a cabo la técnica. Esto se corrigio en la
prueba a 4 °C hecho que se refleja al observar las resultadoes mas

homogéneos.
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CONCLUSIONES

1.El 100% de los wallabies de cuello rojo (Macropus rufogriseus)
presenlan anticuerpos deteclables contra 7. gondji; 1o cual no indica

que los animales curse con el cuadro infeccioso.

2.Debido a que se hicieron dos prushas de fijacién de complemento (en
fric y en caliente) se puede concluir que las pruebas realizadas son
sensibles y especificas. Se menclona que delectan canlidades
menores de 1 ng de antigeno 6 anticuerpo y el resuitado se obliene en
poco tiempo (2 horas aprox); ademas la prueba de fljacion de
compiemento en callenle es més praclica pero la prueba en frio es mas
sensible (18).

3.La detecclon de antlcuerpos ayuda a evafuar la incidencia vy la
prevafencia de una enfermedad en un lugar. Ej titular
anticuerpos sistematicamente en diferentes ¢pocas del ako nos
permite canocer mejor el comportamiento de la enfermedad vy
determinar st el pardsito es endémico, o epizodtice en Ia zona;
ademds debemos temar en cuenta que en ocasiones la toxopiasmasis
cangénita es Inaparente y la Infeccidn con manifestacidn ciinica aguda
no permite su comprobacidn a través de pruebas seraldégicas, por lo
que en los programas de manejo de fauna slivesire el uso de las
perfiles serojégices ofrecen una téenica facil y econdmica para el
manitareo de {as enfermedades y pueden ser indicadores de la

transmisidn de éstas enlre fauna doméstica y fauna silvestre (39).
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