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1. RESUMEN.

Los hongos del género Aspergillus se encuentran de manera natural en el medio
ambiente, por lo que la convivencia y la relacién con ellos es constante. Estos hongos
tienen la capacidad de colonizar los tejidos de los animales domésticos provocando la
enfermedad denominada aspergilosis.

Esta enfermedad es causada por numerosas especies pero especialmente por A. fumigatus,
este hongo tiene una distribucién mundial se a encontrado en casi todos los mamiferos y
aves domésticas asi como en muchas especies salvajes.

La enfermedad en si es principalmente una infeccién respiratoria que puede volverse
generalizada, sin embargo la predileccion por los tejidos varia de una especie animal a otra,
pudiendo ocasionar infecciones pulmonares, entéricas, reproductivas o nerviosas.

La infeccién se debe principalmente a la inhalacién de las esporas o al ingerir algin
alimento contaminado ademds de algunos factores predisponentes como ambientes
himedos, exposicion a un gran nimero de microorganismos o deficiencias de inmunes del
hospedero, etc. hacen que contribuyan al establecimiento de la infeccién.

El diagndstico de esta enfermedad es dificil y complicado se basa en el aislamiento del
hongo en el laboratorio y en la observacion de las hifas en los tejidos infectados, aunque
existen varios inconvenientes, pero a pesar de que se han desarrollado gran cantidad de
técnicas inmunologicas para el diagnostico seroldgico, en la actualidad no se cuenta con
antigenos especificos y estandarizados que puedan ser de utilidad para un acertado
diagnostico de la aspergilosis.

Para la evaluacion de la aspergilosis en la Cuenca de Tizayuca se utilizé un antigeno de
origen micelial, realizado a partir de resiembras del hongo y metodologias para su proceso,
utilizando como control sueros hiperinmunes obtenidos a partir de animales inmunizados
con A. fumigatus.

La técnica de Dot-ELISA se usé debido a que es una prueba muy sensible y precisa,
ademas de que no requiere de un equipo muy sofisticado y de un entrenamiento técnico la
cual puede ser realizada en pocas.




I. INTRODUCCION

Generalidades:

Los hongos son organismos eucariotes tienen un nicleo definido delimitado por una
membrana nuclear, presentan mitocondrias y sistema endomembranoso, inméviles.
Pudiendo ser unicelulares (levaduras) o pluricelulares (hongos filamentosos) y reproducir
por dos mecanismos: sexual y asexual. La temperatura 6ptima de crecimiento de los hongos
oscila entre los 20-37°C, son altamente afines a los carbohidratos y son acidéfilos (con pH
optimo de 5.6). (2,11,14,24,31,43,44 45).

Los hongos poseen diferentes caracteristicas bioldgicas:
* Algunos son altamente infecciosos y/o venenosos, (tanto para el hombre como a los
animales y plantas).
* Se emplean para procesos industriales de fermentacion (elaboracién de pan, vinos,
cervezas y algunos quesos).
* Para la produccion comercial de dcidos orgdnicos y de algunas preparaciones vitaminicas.
* Elaboracién de sustancias antimicrobianas o antifangicas.
* Se emplean como alimentos.
* Y otros daifian materia organica (tejidos, alimentos, cuero, etc.).(26,43,45,46)

Se clasifican de la siguiente manera:

Reino: Fungi
Division: Myxomycota
Clases- Acrasiomycetes-Myxomycetes
Divisién: Eumycota
Subdivisiones: Mastigomycotina
Zigomycotina
Ascomycotina
Basidiomycotina
Deuteromycotina

2,11,31).




Debido a la similitud quimica y genética entre los hongos y las células animales se
dificulta el tratamiento de las enfermedades ocasionadas por estos microorganismos ya que
se corre el riesgo de afectar a las células del hospedero.

Los hongos se diferencian entre si por su morfologia, se reproducen por medio de
esporas, al germinar dan origen a una estructura tubular llamado tubo germinal, éstos
crecen y dan lugar a filamentos ramificados llamados hifas, al continuar el crecimiento las
hifas dan lugar a largas cadenas de células formandose los septos transversales estas hifas
se le denominan septadas, pero en ocasiones estos septos no se forman y en este caso se
llaman hifas no septadas o cenociticas.

Al continuar creciendo las hifas, estis se ramifican y forman una extensa red de
filamentos a los que se les denomina micelio, pudiendo ser laxo (micelio parenquimatoso)
como los hongos filamentosos 6 muy compactos (micelio mesenquimatoso) como los
hongos camosos. (2,11,26,31).

Existen dos formas de reproduccion en los hongos: la asexual y sexual. En la
reproduccion asexual o imperfecta (hongos anamorfos) no incluye la unién de nucleos,
células u 6rganos sexuales, y en la reproduccién sexual o perfecta (hongos telemorfos ) se
caracteriza por la unién de dos nucleos. Existen otros hongos que presentan los dos tipos de
reproduccién denominandose hongos holomorfos. (2,11,26).

Existen factores de virulencia en los hongos pero han sido poco estudiados, entre los mas
conocidos tenemos:
a) Las enzimas, estas actiian sobre nivel de sustrato especifico.
b) La pared celular del hongo, esto le sirve de proteccion frente a mecanismos de defensa
del hospedero, posee alergenos y receptores en la superficie de los hongos.
¢) Presentan dimorfismo, que es la capacidad que tienen algunos hongos de pasar de la
forma filamentosa a levaduriforme evadiendo las defensas del hospedero.
d) Tienen toxinas, llamados micotoxinas que tienen diferentes efectos en el hospedero.
e) Presentan diversos mecanismos patogénicos, de acuerdo al tipo de agente causal. En los
hongos productores de micosis lo mas importante son el dafio a través de exoenzimas y
metabolitos diversos, produciendo una reaccion inflamatoria en la zona de afecciéon dado
por la respuesta al antigeno, produciendo dafo tisular o generando alergias al hospedero
infectado.(26,43,45,46,48,53).




Los mecanismos de transmision son muy diversos y numerosos, puede ser por contacto
directo, penetracion a través de heridas en la piel, inhalacién, deglucién, por contaminacion
por el uso de venoclisis y catéteres, sondas gastricas, sondas uretrales, etc., cuando se
adquiere !a micosis por alguna de estas formas se le denomina de origen exdgeno.

Muchos hongos son oportunistas comensales del hombre y animales, tanto para las
mucosas externas o del tracto digestivo, respiratorio, reproductivo y nervioso, cuando se
desencadenan estas infecciones son llamados factores de oportunismo y en estos casos las
infecciones son consideradas de origen endégeno.

Existen circunstancias en que las infecciones fungicas se vuelvan sistémicas por ejemplo
debido a la administracién prolongada de antibidticos se provoca una disminucién de la
resistencia del hospedero, cambiando el balance de la microbiota y esto ocasiona la
proliferacién de los hongos, también el uso de radiaciones como terapias, en la aplicacion
de fArmacos citotéxicos y en las deficiencias inmunes del propias del hospedero.

Existen algunos factores predisponentes que contribuyen al establecimiento de la
infeccién como produccion de un foco necrético provocado por un traumatismo, ambiente
humedo y la exposicién a un gran nimero de microorganismos.(1,4,8,14,21,26,30,45,49).

Los mecanismos de defensa hacia los hongos son mas del tipo de inmunidad celular que
humoral, ya que las infecciones fungales son asintomaticas, limitadas y pudiendo ser
eliminadas por el hospedero. En la mayoria de los animales y humanos expuestos o
infectados por los hongos desarrollan una hipersensibilidad de tipo tardio y que es
detectable a nivel de laboratorio por medio de pruebas especificas que detecten al agente.

Las enfermedades causadas por los hongos usualmente no adquieren proporciones
epidemiolégicas, existen algunas excepciones como la dermatomicosis muy poco
frecuentes las aspergilosis, histoplasmosis, criptococosis, coccidioidomicosis. (1,4,9,
21,28).




ASPERGILOSIS

La aspergilosis es definida de acuerdo a los distintos sindromes clinicos producidos por
Aspergillus sp. El género Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por P.A.
Micheli, quién comprobé que la cabeza conidial de este hongo se parecia aun aspergillum
(instrumento utilizado para dispersar agua bendita). Los primeros casos de aspergilosis
reportados fue en pajaros de ornato en el siglo XIX.(9).

Clasiftcacion:

Subdivision: Deuteromycotina.
Subclase: Hyphomycetidae.
Orden: Moniliales.

Familia: Moniliaceae.

Género: Aspergillus.

El Aspergillus ssp., es un hongo filamentoso hialino ubicuo, productor de enfermedades
causadas por numerosas especies, con una distribucién mundial.

Se conocen unas 900 especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18
grupos, de los cuales 12 se relacionan, como el Aspergillus fumigatus (85%), que es el que
esta mas difundido, 4. flavus (5-10%), A. niger (2-3%), A. versicolor, A. nidulans, A.
glaucus, A. clavatus, A. cervinus, A. candidus, A. flavipes y A. ustus. Est4 clasificacion se
basa en las siguientes caracteristicas morfologicas del hongo: tamaiio y forma de las
cabezas conidiales, morfologia de los coniodioforos, fidlides y métulas.

En la siguiente figura se muestra las principales estructuras morfologicas del género
Aspergillus. Fig. 1.
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Las especies del género Aspergillus son mohos formados por hifas septadas, que nacen
en coniodioforos, ramificaciones de hifas que se originan a partir de una célula basal del
micelio vegetativo y terminan en una vesicula ensanchada, estas se encuentran cubiertas
por una o varias capas de fialides en forma de botella del cual se originan cadenas
conidiales pigmentadas, que dan lugar a las unidades de reproduccion asexual. Las
conidias comunican a la colonia su color caracteristico. El Aspergillus fumigatus es
caracterizado como la especie mas patogena porque produce hemolisinas y enzimas
proteoliticas. (1,2,11,21,26,31,42,45).

La enfermedad causada por Aspergilius fumigatus se le ha denominado Neumomicosis o
Broncomicosis.(1).

Es un hongo que no tiene una distribucién en particular y no tiene un periodo de
incubacion determinado. Sus caracteristicas son: posee hifas hialinas de color verde a
marrén y nitidamente septadas, conidiéforos largos, que terminan en una gran vesicula en
forma de clava que produce solo en su mitad superior una tnica hilera de esterigmas que
sostienen cadenas de conidios esféricos de 2 a 3 micras y a medida que crece el conidiéforo
se va formando la clasica vesicula.

El Aspergillus fumigatus es un hongo que se considera oportunista al igual que las otras
especies, ya que al penetrar al organismo provoca una baja en las defensas del hospedero.

El habitat de este hongo estd ampliamente difundido, es saprofito, es un componente
habitual de la microflora de suelos, vegetales, piensos, en el agua, objetos expuestos a
ambos medios y de forma secundaria en la atmdsfera, el 4. fumigatus predomina sobre los
microorganismos competitivos por un mal manejo en las materias vegetales fermentadas
(ensilados).

Se puede localizar en casi todas las especies de animales domésticos, silvestres y en el
hombre, aunque desempeiia un papel importante en la descomposicion de la materia
organica.(1,2,4,8,9,19,30,46).




Se trata principalmente de una infeccion respiratoria que puede hacerse generalizada, sin
embargo, la predileccion por los tejidos varia entre las distintas especies

La infeccion por aspergilosis varia, por ejemplo: en las aves de corral las infecciones
pulmonares son mis frecuentes, en los equinos la micosis se da en la bolsa gutural; en los
perros se presentan mas en los tejidos nasales y paranasales; en terneros, potros cerdos y
gatos se observa la infeccion de forma digestiva; en el hombre respiratoria y en los bovinos
suceden infecciones respiratorias, problemas reproductivos y mastitis.(1,4,8,26,30,46).

La transmisién se debe principalmente a la inhalacion de las esporas o conidios de los
hongos diseminados por el aire o al ingerir algin alimento contaminado sin embargo
puede penetrar por traumatismos cutdneos pudiendo en ese momento infectarse el
hospedero. (4,8,30).

En las aves tiene lugar la transmisién a través de las incubadoras. En los bovinos las
afecciones intrauterinas son consecuencia de la diseminacién de infecciones subclinicas
pulmonares o intestinales y en la mayoria de las mastitis producidas por la aspergilosis son
consecuencia de inoculaciones intramamarias, (1,4,8,19,35).

El A. fumigatus es el principal organismo responsable de enfermedades tanto alérgicas,
diseminadas, invasivas, en ojos, oidos, cutaneas y por colonizacién. Este hongo puede
presentarse como saprofito de los bronquios o en superficies corporales sin provocar
patologia, las manifestaciones clinicas que se presentan son aspergilomas invasivos,
destruccion de cavidades y cornetes nasales, sinusitis frontal y nasal son los signos de la
infeccion por este agente. (1,4,8,26,30).

En el aspecto clinico, salvo en las aves ya que son mds susceptibles, solo se presentara
en animales débiles o inmunodeprimidos. En las otras especies se presentan infecciones
pulmonares diseminadas y con frecuencia puede afectar los rifiones y al sistema nervioso
central.(1,4,8,19,30,47).

En los rumiantes la aspergilosis puede transcurrir asintomatica, presentar en forma
broncopulmonar, causar mastitis, placentitis y abortar del producto. (8,30).




Se estima que un 75% de los abortos micéticos se deben al A. fumigatus y del 10 al 25%
a hongos del orden mucorales.(43,45,47,48,56).

La patogenia de la aspergilosis en la neumonia micética puede ser rapidamente fatal, los
signos incluyen pirexia, respiracion rdpida, estertérea, descarga nasal y tos himeda. Los
pulmones estan firmes, pesados y no se desinflan. Algunos animales presentan fiebre
(40°C) lo que provoca que baje el consumo de alimento, ocasionando deshidrataciones y
algunas infecciones secundarias.

En la infeccién pulmonar subaguda o crénica los bronquiolos y el parénquima préximo se
acumula un exudado purulento, este exudado rodea a las colonias de crecimiento miceliar,
estos llegan a los vasos sanguineos produciendo trombos y vasculitis. La infeccion también
se puede extender directamente a los espacios con aire préximos, se forman granulomas y
estan visibles a simple vista como nodulos blanco-grisaceos de 1 a 10 mm de didametro,
rodeado por un halo rojizo de hiperemia infiltrados por células mononucleares y
fibroblastos.

Estos nédulos se desarrollan alrededor de las colonias micéticas, en la colonia de A.
JSumigatus consiste en hifas largas, ramificadas y tabicadas, rodeadas por una reaccion
inflamatoria de tipo granulomatoso con neutréfilos, macréfagos y restos celulares.

No se observan esporas del hongo en los tejidos infectados, conforme avanza la lesion,
los macrofagos y células epiteliales se convierten en una lesién predominante, que después
queda encapsulada por la proliferacién de tejido conectivo, se pueden observar células
gigantes que no es significativa como en otras micosis.

En la mucosa nasal y traqueal se forman colonias de mohos por encima del tejido
necrosado, que esta rodeado por una zona hemorragica. (1,4,8,20,30,35,36,37,40,41,43).

La neumonia micética va de subaguda a crénica, los pulmones contienen granulomas
discretos, multiples, la enfermedad se asemeja visualmente a la tuberculosis. Cuando no
hay neumonia, las vacas infectadas generalmente no presentan signos excepto por el
aborto. (8,39)




La infeccién por aspergilosis también ocasiona problemas de mastitis e infecciones
oculares. (8,23,30,35,53).

El aborto micético se presenta sobre todo en animales estabulados, en los paises frios o
templados ocurre con mas frecuencia en invierno. En general no son mas de una o dos
hembras del rebaiio las que se afectan y abortan.

Esto puede ser a la administracion de un pienso de mala calidad o un mal manejo del
alimento aunado a la humedad y la estabulacion que propicia la aparicion de la
aspergilosis en vacas preiladas. La aspergilosis puede ocasionar endometritis y dar inicio a
problemas de fertilidad ocasionando el sindrome conocido como la vaca repetidora. La
presencia de micotoxinas que son metabolitos fiungicos carcinogenéticos muy toxicos que
minimizan las funciones inmunolégicas, digestivas y hematopoyéticas, alterando las
ganancias de peso, la toma del alimento, la eficiencia en la conversién alimenticia, la
fertilidad masculina y femenina. En el tracto genital bovino tiene un efecto espermicida,
como consecuencia de esto la fertilidad de los bovinos se ve disminuida existiendo
pérdidas en las explotaciones lecheras. (8,20,22,26,30,39,41,50).

La aspergilosis pulmonar destaca ostensiblemente el aspecto cuantitativo, para reconocer
la enfermedad resulta importante la practica de la necropsia, aunque la patogenia de la
enfermedad no se conoce bien, se cree que el hongo se localiza primero en los pulmones o
el aparato digestivo, donde se multiplica, luego invade la placenta por via hematégena y
originar una placentitis.(8,30).

El aborto de origen micético es consecuencia de la diseminacion hematogena a los
placentomas y posiblemente se deba a una respuesta a un factor de crecimiento del mismo
tejido placentario, existiendo una invasion a los vasos sanguineos por las hifas produciendo
vasculitis y placentitis necrosante.

Las envolturas fetales exhiben revestimientos de color amanllo-gris, los cotiledones
aumentan de volumen y aparecen profundizados en forma de crateres de textura seca y tono
de color gris-marron. En casos graves la placenta tiene un aspecto arrugado y consistencia
coriacea.

El hongo puede invadir al feto ocasionando una dermatitis y bronconeumonia, sin
embargo, no ofrece por lo general signos de lesiones destacados. La retencion de la
placenta es comin.(4,8,20,22,26,30,34,41,49),
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En las infecciones en donde se involucra el érgano reproductor de las vacas se produce el
aborto del producto al final del tercer tercio de gestacion y si nace vivo el feto muere a las
pocas horas de nacido. (1,4,5,8,20,22,30,39,41 48).

En caso de infecciones digestivas en los bovinos, se pueden encontrar afectados el
omaso, rumen, reticulo y el abomaso en ese orden. Se observan areas hemorragicas desde
unos milimetros hasta varios centimetros que pueden confluir alrededor del hongo,
especialmente en la periferia de lesiones agudas se encuentra gran infiltracion de
neutroéfilos. (4,8,30).

La identificacion y diagnéstico del Aspergillus fumigatus es generalmente realizada al
animal postmortem, otros estudios se realizan por medio de examen directo o por medios
serologicos, aunque la interpretacion de los resultados seroldgicos no resulta ficil,
especialmente cuando se trata de muestras individuales de animales que han manifestado la
infeccién hace tiempo y que pueden presentar una tasa de anticuerpos muy baja en le
momento en que se realiza el andlisis.

Pero al contrario, cuando estas pruebas se aplican a rebafios, es bastante probable que
alguno de los animales haya adquirido la infeccion recientemente, presentando titulos altos
facilmente detectables.

La toma de muestra es importante para el diagnéstico de la aspergilosis, se manejan
diversos tipos: expectoracion, lavado bronquial, exudados, biopsias y el material se divide
en dos partes uno para la observacion y el otro para el cultivo, el hecho es de que los
abortos bovinos o infecciones secundarias sea dificil, por ello aqui se tiene que establecer
un patrén y realizar un diagnéstico diferencial entre otras infecciones.

El procedimiento habitual en un caso clinico que se sospeche de hongos es la observacion
directa utilizando KOH al 10%, la utilizacion de una tincion de Gram. o de tinta china,
para observar las caracteristicas hifas septadas, en estas preparaciones se presentan los
conidioforos tipicos, cubiertos por una vesicula expandida que lleva los conidios.

Las hifas que son separadas por el KOH hacen que las ramificaciones del hongo sean
aproximadamente de 45° de abertura. Se realiza la tincion de Azul de Lacto fenol (prueba
especifica para la identificacion de hongos) o en micro cultivo se observa al microscopio
la cabeza conidial que tiene forma de hacha, se deben descartar los cultivos que resultaron
negativos después de cuatro semanas.




Para el cultivo e identificacién del! hongo, se siembra la muestra en Agar Dextrosa
Sabouraud o Agar Papa Dextrosa, adicionado penicilina y estreptomicina e incubédndose a
temperatura ambiente. Al pasar 1-3 dias el periodo de incubacién la colonia se tornan de
color blanco Iluego se tornan verde azuloso a verde oscuro en especial en el centro de la
colonia, estas son planas y aterciopeladas, al pasar los dias la colonia se vuelve verde
grisdcea, mientras que sus bordes continiian siendo blancos.( 9 ).

Para la mayor parte de los aspergilos la temperatura de crecimiento 6ptima es de 37°C. El
A. fumigatus es una especie muy termo tolerante, puede crecer a temperaturas de 45°C.

Para el diagnéstico histopatolégico es conveniente tomar las muestras de los tejidos en un
lapso no mayor de 3 dias, realizando los cortes y tifiendo las muestras con la técnica de
Hematoxilina-Eosinay Acido Peryédico de Schiff. (fig. 2).




Otra herramienta que podria ser de gran utilidad en le diagndstico de la aspergilosis
pulmonar son las placas de rayos X. Pero debido a que existen un sin fin de
microorganismos responsables de enfermedades a nivel pulmonar, el valor diagnédstico se
minimiza considerablemente.(4,8,26,30,40,42,49,56).

Las biopsias son utiles para las ulceras cutineas y micetomas De ahi que exista la
necesidad de contar con otros métodos mas adecuados como los serodiagnésticos.(9 ).

Para ¢l diagnostico serolégico las técnicas a realizar son de gran importancia en el
reconocimiento y monitoreo de las enfermedades micoticas. Desde hace mucho tiempo los
laboratorios han ido incrementando su desarrollo y aplicacion. Estas pruebas se basan en la
deteccién de la respuesta humoral del hospedero hacia la infeccién micética o en la
deteccion de algunas sustancias producidas por el hongo.

Las pruebas confiables para el diagnostico del A. fumigatus son la Precipitacién en tubo
capilar, Inmunodifusion simple y doble, Contrainmunoelectreforesis (para detectar
anticuerpos), Radiocinmunoandlisis y Enzimoinmunoanalisis (ELISA) para detectar
antigenos circulantes en pacientes inmunocomprometidos con aspergilosis invasiva.

Estas técnicas son muy utilizadas para el analisis semicuantitativo y sirven para obtener
la concentracion del antigeno o para conocer el titulo precipitante de un antisuero. Aunque
cada técnica tiene su ventaja y desventaja.

Otra técnica que ha tomado mucho auge son los Inmunoensayos enzimaticos (ELISA), en
el cual se usan anticuerpos o antigenos marcados o conjugados con enzimas, las que
posteriormente se hacen reaccionar con sus sustratos especificos coloreados que al unirse a
la enzima produce una coloracién proporcional a la cantidad de antigeno o anticuerpo
presente en la muestra problema. Existen estudios que indican que el método de ELISA es
altamente sensible en comparacion a las otras pruebas. (3,7,13,15,16,17,26,27,28,32,33).




Para poder establecer la etiologia de la enfermedad causada por éste organismo
patogeno oportunista, se requiere que el diagnostico del laboratorio siga un protocolo
estandar, con el cual se pueda demostrar la presencia de los elementos fiingicos en los
tejidos, 6rganos y liquidos corporales.

El protocolo dentro del laboratorio clinico para la deteccion, cultivo e identificacion se
basa en la demostracién directa de células micéticas en los tejidos y liquidos, el
aislamiento de! hongo en cultivo puro a partir de muestras multiples y la identificacién por
procedimientos convencionales (observacién directa en KOH, histopatologia y serologia).

Para el tratamiento sélo se emplea la cirugia o su caso para la aspergilosis nasal y en la
queratomicosis el uso de ketoconasol, nistatina, anfotericina B, tiabendazol o la
eliminacion del animal. (8,9,30).

Tanto los factores limitantes para el diagnéstico etiolégico de los abortos causados por el
A. fumigatus, los ganaderos, como los veterinarios clinicos o los mismos laboratorios,
tienen que ser muy concientes de las graves pérdidas econémicas que ocasiona este agente
a las explotaciones lecheras.

Por esta razdn, la determinacion del agente infeccioso en la mayoria de los casos esta por
encima de las posibilidades de los laboratorios de diagnéstico y por tanto se carece de una
experiencia directa al respecto.

En general, sera la valoracién conjunta de todos los datos obtenidos y andlisis realizados,
lo que permitira establecer un diagnéstico confiable o al menos descartar otra patologia.




Dot- ELISA.

El andlisis inmunoenzimatico (AIE) recientemente descrito en el campo biomédico,
parece tener un gran potencial para ser utilizado a gran escala para el diagnéstico en la
clinica veterinaria. (3,24)

Actualmente existen dos pruebas para este tipo de analisis:

a) El AIE heterogéneo, en donde el antigeno o el anticuerpo conjugado con la enzima es
separado del complejo enzima-antigeno-anticuerpo, antes de medir la actividad enzimatica.
b) El AIE homogéneo, el el cual la actividad enzimatica del antigeno marcado es medida
de presencia del complejo antigeno-anticuerpo.

En ambos casos es posible medir antigenos o anticuerpos, el procedimiento y lectura se
pueden realizar sin equipo especializado o bien puede llevarse a una compleja
automatizacioén. (3,18,28).

El analisis de la enzima ligada a un inmunoabsorbente inerte (ELISA) o Enzime Linked
Inmnunosorbent Assay, corresponde a un AIE heterogéneo o sea, que el antigeno o
anticuerpo se fija a un soporte inerte, se hace reaccionar con ¢l antigeno o anticuerpo
correspondiente, que estard marcado con una enzima (conjugado), se lava y se mide la
capacidad de hidrélisis de la enzima sobre su sustrato. Generalmente se determina el grado
de transformacion de un sustrato incoloro a un producto coloreado, el cual se observa a
simple vista o medirse con un espectrofotometro.

Uno de los métodos mas usuales en la ELISA es el indirecto, donde el antigeno es fijado
o inmovilizado en un soporte de fase solida, se incuba con el suero que contiene el
anticuerpo, se lava y se ailade el conjugado (Antiglobulina conjugada con la enzima), de tal
manera que reaccione contra el anticuerpo del complejo antigeno (anticuerpo primario),
este se lava y se adiciona el sustrato, se mide la cantidad de sustrato degradado.(17,27,37).

El ensayo de ELISA fué introducido como método de diagndstico muy sensible para el
diagnostico de muchas enfermedades.

Una altemativa de la fase solida para la técnica de ELISA es el papel de Nitrocelulosa
(NC), el cual tiene caracteristicas de adsorcidon superior a otros soportes tales como el
vidrio y poliestireno. Se ha reportado que la NC se usa en técnicas de Inmunotrasferencia
(Inmunoblotting) cuantitativas. (3,18,28).




El papel de NC se ha usado en la técnica de ELISA para la deteccién y analisis de una
variedad de proteinas, incluyendo inmunoglobulinas aplicadas en pequeiias cantidades, el
uso de papel de NC va de diferentes formas y tamaiios para la deteccion inmunolégica de
algunos patogenos humanos y de animales. Por esta razon la técnica de Dot-ELISA se usa
para la deteccion de diversos antigenos usando como reactivos anticuerpos marcados con
enzimas. (3,18,24,28,32,37).

La técnica Dot-ELISA cuenta con algunas ventajas, entre ellas es que no requiere un
equipo muy sofisticado, se utiliza poca cantidad de reactivos, no requiere entrenamiento
técnico, puede ser desempeilada en 4-5 hrs, por personas con poca experiencia y los
reactivos son bastantes estables.

El Dot-ELISA consiste en colocar sobre membranas de NC pequeias gotas de solucién
de Ag, de manera que se limita la zona de interaccion a una pequefa &rea, luego de
evaporar el diluyente, los sitios de unién de la membrana que no fijaron Ag deben ser
bloqueados por incubacién con una proteina inerte, no relacionada con el sistema de
andlisis, luego se realiza sobre las membranas una reaccién inmumoenzimatica,
posteriormente en la ultima etapa se utiliza un conjugado que catalice una reaccién con
produccion de una sustancia insoluble en el solvente utilizado. De esta forma, en la zona de
sembrado de Ag se produce una coloracién debida al precipitado del producto formado, la
cual contrasta con el fondo del blanco de la membrana en donde no hay Ag.

La positividad de las reacciones es determinada generalmente a simple vista, aunque para
algunos casos puede ser util un reflectometro para la cuantificacion de los resultados.
(3,18,24,28,32,37).




TECNICA DOT-ELISA
: (Fig. 3)

1.- Inmovilizacién del Ag al papel
de NC (fase Solida).

2.- Bloqueo y lavado.

3.- Incubacién con la muestra que
se sospecha tiene anticuerpos

en contra del Ag. L

4.- Lavado para la eliminacién de
anticuerpos no absorbidos.
5.- Incubacién con el conjugado

antiglobulina-enzima.

6.- Lavado para la eliminacién l ® .
del exceso de conjugado. o
0 C o _o ¢
7.- Incubacion con el sustrato Y c’ s ©
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II. OBJETIVOS.

A) Producir antigeno y antisuero de Aspergillus fumigatus para el uso en el diagnostico de
la aspergilosis en bovinos.

B) Determinacion y deteccion de anticuerpos de Aspergillus fumigatus en sueros de
bovinos productores de leche de 1a cuenca de Tizayuca en el Estado de Hidalgo, a través de
la prueba de Dot-ELISA.




IV. MATERIAL Y METODOS

Descripcion de las técnicas:

Metodologias.

a) Produccién del medio de cultivo para 4. fumigatus:

1.- Sembrar la cepa en Agar Dextrosa Sabouraud en las cajas petri incubando de 2 a 5 dias.
2.- Una vez que se observa crecimiento, se prepara el medio papa-zanahoria al 20% ( se
prepara un kilo de papa y un kilo de zanahoria en 8 litros de agua destilada, posteriormente
se retira del fuego y se macera el sobrante.

3.- Se filtra en una manta de ciclo hasta obtener suficiente cantidad de pulpa (aprox. 4
litros).

4.- Posteriormente se le agrega 240 g. de caldo Dextrosa-Sabouraud y aforarlo hasta
obtener 10 litros.

5.- Luego colocar 50 ml. del medio en botellas de cultivo.

6.- Esterilizar a 15 libras a 121°C por 15 minutos, dejar las botellas a temperatura ambiente
para su posterior utilizacion.(9).

b) Antigeno de A. fumigatus:

1.- Se siembran las botellas con el medio que se preparo con anterioridad con la cepa del 4.
JSumigatus obtenida de la resiembra de cada caja de microcultivo.

2.- Se incubard de 12 a 15 dias a temperatura ambiente, observando su evolucién y
desarrollo.

3.- Al témino de estos dias se procedera a la recoleccion y cosecha del hongo, de una
forma estéril se recolecta el cultivo de cada caja con una pinza sacando el hongo y
colocandose en un frasco limpio y estéril, se cubre con acetona pura y se deja secar a la
estufa 24 hrs. a una temperatura de 35°C.

4.- Una vez seca la solucidn, se pesa, se macera y se coloca en una solucion de coca a una
proporcion de 10 ml por cada gramo de hongo obtenido (Solucién de coca: Cloruro de
sodio 9 g., Bicarbonato de sodio 2.5 g., fenol 4 g.)

5.- Una vez realizado esto, se filtra y se recolecta en un matraz. Se deja reposar 24hrs. y se
vuelve a filtrar.

6.- Lo recolectado se coloca en viales estériles de color ambar aproximadamente 5 ml. y
se deja enfriar, posteriormente se hace una Cuantificacion de Proteinas de Bradford, y se
liofiza el liquido obtenido.(9).




c¢) Cuantificacion rapida y sensible de proteinas por el método de Bradford.

Meétodo con Azul de Coomassie G-250.

Reactivo solucion de Azul de Brillante de Coomassie G-250.

Disolver 100 mg cn 50 ml de ctanol al 95%, agregar H3PO4 al 85% v/v a ypt.

Meétodo micro.

1) Colocar 0.1 ml en un tubo de ensayo la solucién de Proteina de Bradford contenido en 1
a 10 microgramos.

2) Agregar 1 ml del reactivo de Bradford.

3) Mezclar y hacer la lectura con el espectrofotémetro a 595 nm.

4) Para hacer Ia lectura se usan recipientes de 1 ml.

5) Usar 0.1 ml de agua deonizada como lectura “blanco”, se utiliza el reactivo de
Bradford (hacer esto por triplicado), hacer la lectura en menos de 1 h.(10).

d) Produccion del antisuero contra el A. fumigatus:

1.- Se utilizan 6 conejos, de los cuales 4 conejos se le inoculara el antigeno, se colocaran en
cada jaula 3 conejos, dos seran los controles negativos y 4 los controles positivos. El
calendario de inoculacién sera de la siguiente manera:

(Tabla No.1).
DI YIXYES INLGENO - DY AN

0 2mi A. fumigatustAdyuvante de Frend
15 2mi A. fumigatustAdyuvante de Freud
21 2mi 3 A, fumigatus+Adyuvante de Freud
30 2ml S.C A. fumigatus+ Adyuvante de Freud
35 Sangrado y sacrificado

2.- Después del dia 35 se sangraran y sacrificaran los 6 conejos, los cuales se depositaran
en 6 tubos de ensayo 5 ml de sangre de cada uno de los conejos

3.- Posterionnente se procede a la separacion del suero mediante centrifugacion a 2500
r.p.m. por 10 minutos.

4.- Separado el suero se depositaran en tubos de ensayo, se etiquetara y congelara para su
posterior utilizacion en las pruebas serolégicas.(28,37).




Diagrama general de trabajo:
Obtencién de cepa pura de

A. fumigatus

i (5 dias)

. Preparacion del medio (papa-zanahoria)
con caldo Dextrosa-Sabouraud 10 lts

‘3: l

Colocar el medio en botellas

: Inoculaci6n con la cepa de
N A. fumigarus

‘ Cosecha del hongo
(15 dias)
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a35°C
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Macerar el producto
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Pesar

Adicionar la solucién de coca y
dejar en reposo 24 horas

3

Prefiltrar con papel filtro

Filtrado con filtros micropore
(Filtro de 0.22,0.45,0.8 micras)

3

Recoleccion del filtrado
colocando en viales

Liofilizacién
(mayor concentracién)

Cuantificacién de Proteinas (Bradford)

L o

Prueba Dot- ELISA
(Resuttados)

Figura 4. Cultivo de Aspergillus fumigatus.
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Material;

- Se tomaran muestras de 100 animales bovinos productores de leche de la raza Holstein en
etapa reproductiva de la Cuenca de Tizayuca, en el Estado de Hidalgo.

- 100 tubos vacutainers.

- Hielera, etiquetas y pluma indeleble.

- 100 tubos eppendorf.

- Centrifuga.

- Antigeno de A. fumigatus.

- Antisuero de conejo.

- Prueba de Dot-ELISA.

Aspectos geograficos de la zona donde se obtuvieron los sueros de los bovinos
sospechosos de aborto.

Hidalgo, capital Pachuca, municipio de Tizayuca.

Hidalgo colinda al Norte con San Luis Potosi, Querétaro y Veracruz, al Este con Veracruz y
Puebla, al Sur con Puebla, Tlaxcala y Edo. de México y al Oeste con Edo. de México y
Qucrétaro.

Coordenadas geograficas extremas: al Norte 21° 24", al Sur 19°36' de latitud Norte, al Este
97°53" al Oeste 99°53' de longitud Oeste.

El estado de Hidalgo representa el 1.1% de superficie del territorio del pais.

Tizayuca:

El porcentaje de territorio: Municipio de Tizayuca 0.37 % de superficie.

Colinda al Norte con el Edo. de México y el Municipio de Tolcayuca y al este con el
Municipio de Tolcayuca y el Edo. de México, al Sur con el Edo. de México, al Oeste con el
Edo. de México.

Se encuentra ubicado en el territorio nacional a latitud Norte 19°50', latitud Oeste 98°59'
con una altitud (insnm) 2260.

Presenta un clima semiseco-semifrio.

Estacion metereoldgica con el manantial (19° 51°),

Temperatura anual media 14.5°C,

Precipitacion anual promedio en milimetros 531.4
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Agricultura: se siembra principalmente frijol, chile, maiz, alfalfa, trigo. Pastos: estrella
africana, pangola, zacaton, zacate naranjita, uila de gato. Bosque: ocote rojo, encino hoja
acha, mirra, oyamel, encino manzanilla. ’

Ganaderia: principalmente Ganado bovino productor de leche y ovinos de doble propésito.
La alimentacion esta basada principalmente en dietas integrales como: concentrados
(marcas comerciales y no comerciales), alfalfa achicalada, ensilado de maiz, paja de avena
y secuestradores de micotoxinas.

Las muestras principalmente fueron tomadas de la cuenca de Tizayuca (zona productora de
leche) de los ranchos 186 y 196 respectivamente.(44).

Prueba Dot-ELISA:
Material:

- Solucion Amortiguadora salina-fosfato 0.15 M pH 7.2 (PBS)1 litro.
- Membranas de nitrocelulosa.

- Solucion de Proteina A. peroxidasa diluida.

- Solucion Reveladora (alfa~cloronaftol) 30 mg.

- Metanol 10 ml.

- Leche descremada al 5-10%.

- Tubos eppendorf y puntas estériles

- Placas

- Matraz Erlenmeyer 1000 ml.

- Pipctasde 1,5y 10 ml.

- Agitador Northeast Auto Rock Slide Rotation.

- Estufa.

- Sueros de bovino sospechoso de aspergilosis.

- Sueros control positivo (conejo).

- Sueros control negativo (conejo).

- Antigeno de A. fumigatus (223 microgramos/mdl).

Metodologia:

1.- Preparar la solucion amortiguadora (PBS) y esterilizarla a 120°C por 15 min. a 15 libras,
dejando enfriar.

2.- Colocar la membrana de nitrocelulosa impregnando con el antigeno, (200 microlitros
del antigeno en cada pocito una vez reconstituido).
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3.- Incubar a 30-37°C de 30 minutos a 1 hr.

4.- Bloquear con leche descremada (5-10%) en PBS, y en agitacién por 2 hrs. Después lavar
3 veces para quitar el exceso, con una duracién de 10 minutos en cada lavado.

5.- Agregar los sueros (dilucién de 1:20) sospechosos de aspergilosis, al igual que los
controles positivos y negativos e incubar minimo 4 hrs. a temperatura ambiente.

6.- Después de este tiempo lavar en PBS 3 veces por 10 minutos.

7.- Colocar la membrana en Solucién de Proteina A. peroxidasa (diluida) y mantener en
agitacioén 2 hrs., después de este tiempo lavar 3 veces en PBS por 10 minutos.

8.- Revelar con el Sustrato alfa-cloronaftol 10 minutos, lavar y secar.

9.- Leer los resultados.

oo 4

Ag. DE A. Fumigatus

Figura 5. Antigeno de Aspergillus fumigatus




V. RESULTADOS.

De las 100 muestras que se obtuvieron de los dos ranchos de Tizayuca, solamente se
presentaron 4 casos de muestras positivas a anticuerpos contra 4. fumigatus.

Aunque ningin animal presentaba algiin signo o sintomatologia a la enfermedad, algunas
vacas presentaban problemas reproductivos, esto debido a que algunos animales eran
positivos a brucela. A estos animales que eran positivos a brucela se les separaba y se les
ordeiiaba aparte, tratando de evitar reinfecciones por esta bacteria.

En estos ranchos se lleva un estricto control de la higiene tanto en la alimentacion, en su
calendario de vacunacion, desparasitacion, en la ordefia, en la entrada de personal y
transporte que lleva el alimento.

Para una interpretaciéon final de un resultado se necesitan observar ciertos aspectos
clinicos:
Hacer una encuesta o anamnesis sobre de que tipo es la explotacion(tamaio, orientacion
productiva, alojamientos, etc.); preguntar si se han hecho cambios recientes en la
alimentacion o administracion de piensos, la presencia de abortos si son esporadicos o
enzodticos o no los hay.

Si los hay observar la manifestacion clinica, el tiempo de gestacion y otros sintomas
(respiratorios, nerviosos, digestivos, etc.), si Ia lesiones se presentan en cotiledones y si se
observan hemorragias o coloraciones diferentes, si hay lesion al feto.

Y hacer el analisis en el cual comprende el aislamiento y deteccion de los agentes
patogenos basindonos en las sintomatologias con ayuda del laboratorio.

En el cuadro No. 1 se observa el diagrama de como se utilizé la técnica de Dot-ELISA.
para las muestras de los sueros de los bovinos y ver la positividad de las reacciones (Ag-
Ac), y presenciar los anticuerpos contra 4. fumigatus en dichos sueros.

Las muestras fueron tomadas al azar entre los dos ranchos, teniendo encuentra que las
vacas muestreadas eran de diferentes edades y etapas productivas.
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Al determinar proteinas en el concentrado de antigeno de 4. Fumigatus nos dio un total de
0.267 microgramos por ml, el cual nos permitié apreciar que en este medio existen
proteinas pero en menor cantidad que otros antigenos de otros laboratorios que practican
con regularidad diagndsticos mads precisos.
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Figura 6. Esquema de resuitados de la prueba de Dot-ELISA.
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VI. DISCUSION.

Como se demuestra en los resultados obtenidos en este trabajo se encontré que 4 animales
salieron positivos a la aspergilosis de los ranchos muestreados. Pero no existen reportes
que indican que esta enfermedad sea de mucha importancia en comparacién a otras
enfermedades reproductivas como en el caso de Brucelosis, IBR, BVD, Leptospirosis, etc.

Algunos autores difieren mucho en la deteccién de la aspergilosis, ya que la identificacién
de este agente patégeno se relaciona con muchas enfermedades que producen infecciones
tanto respiratorias, digestivas, nerviosas o reproductivas y dificultan su andlisis en el
laboratorio. (12,15,16,20,26).

Hay autores que reportan casos de aborto en ganado bovino por la aspergilosis, pero no
rebasa la expectativa a comparacion con otras etiologias abortivas (bacterianas, virales,
parasitarias, nutricionales, etc.). Muchos concuerdan que el porcentaje de abortos
producido por hongos es de 10 a 15 % y de esto un 2 a 3 % de incidencia por el género 4.
fumigatus. (5,20,22,34,35,38,39).

Existen diferencias de porcentaje de abortos producido por la aspergilosis en los
diferentes paises que manejan ganado bovino productor de leche, esto se debe a factores
ambientales (mayor incidencia de fri6 y humedad) y factores en el manejo del alimento que
se les proporciona a los animales.

Por ejemplo en algunos paises europeos la presencia de la aspergilosis se observa mas
afectando los érganos respiratorios y reproductivos (abortos), en comparacién con paises
asiaticos que los problemas se dan mds digestivos, nerviosos y reproductivos o en algunos
paises americanos que la incidencia es mas respiratoria y reproductiva, aunque no existen
muchos datos al respecto. Por lo regular la aspergilosis se presenta mas en las estaciones de
otofio-invierno, aunque puede presentarse en la primavera-verano pero con una baja
incidencia.(4,5,8,17,22,29,38,39,39,43,48).

Aunque la incidencia de la enfermedad se da mas en forma respiratoria como se reporta
en ciertos articulos y algunos autores solo realizaban los estudios a aquellos animales que
tenian algin tipo de neumonia de origen micoético muestreando aquellos que presentaban la
sintomatologia cldsica de la aspergilosis (bronconeumonia invasiva) basindose en el
diagndstico de la observacion macroscopica (lesiones aparentes) y microscépica
(observando al agente en cuestién).(7,16,17,33,35,37,40,43).
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Se revisaron ciertos articulos donde describen algunos estudios que por medio de las
enzimas en pacientes inmunocomprometidos se han detectado antigenos de A. fumigatus
en aquellos que presentaban aspergilosis broncopulmonar alérgica, pero la incidencia es
baja. (6,7,12).

Muchos autores describen varias formas de producir antigenos de A. fumigatus para
ensayos experimentales, a partir de animales colocados bajo un estricto control ambiental
inmunizandolos con fracciones miceliales extraidos del hongo para producir antigenos
estandar, aunque cada uno difiere en la manera de producirlo, por eso no existe en en
mercado un medio estandarizado para su posible uso para el diagnéstico de esta
enfermedad. (6,12,15,26,28,40).

Se ha reportado en la literatura que existen varias técnicas tanto indirectas (aglutinacion,
fijacion del complemento, inmunodifusiones, etc.) y directas (observacion macro y
microscopica, aislamiento, técnicas enziméticas, etc.) para la identificacion y el analisis
del agente infeccioso, pero la que mas a dado resultado son las pruebas enzimiticas
(ELISA), que es la mas especifica, efectiva y sensitiva, aunque su costo se eleva por los
reactivos que se utilizan.

Como se sabe que la técnica Dot-ELISA es efectiva y segura para el diagnéstico de la
aspergilosis descrito este trabajo experimental, pareciendo tener un gran potencial para ser
utilizado en el campo biomédico a gran escala en la clinica
veterinaria.(3,7,13,18,27,31,33,36,43,47).

Es importante sefialar que la mayoria de los casos reportados en la literatura, articulos y
otros medios impresos s6lo se refieren a casos aislados de la aspergilosis y que se
manifiestan en vacas en cualquier etapa reproductiva y solamente presentando los signos
clasicos, por ello no es de suma importancia por la baja frecuencia que se presenta la
enfermedad en un hato lechero.

El hecho que sec presentaran 4 muestras positivas en los dos ranchos, demuestra que
existe la presencia de la enfermedad y que no habia sido detectada hasta ahora, pudiendo
ser que no se le prestaba mucha atencion o falta de interés por los ganaderos a estas
enfermedades producidas por hongos.




Aunque es necesario considerar que puede haber resultados falsos-positivos debido a que
el suero contiene anticuerpos antimicéticos con reaccion cruzada, proteina C reactiva o
precipitinas. Los progresos estan limitados por la carencia de antigenos estandarizados y
confiables.(24,28,42).

Solamente se conocen dos agentes que hacen reaccion cruzada con el A. Fumigatus, pero
que se han descubierto en el hombre el Histoplasmona capsulatum y Blastomyces
dermatitidis, aun en nuestros dias en la practica de la Medicina Veterinaria no se ha podido
conocer los agentes infecciosos que hacen reaccion cruzada con este organismo micético,
aunque es necesario considerar la posible reaccion cruzada con otros antigenos micoticos o
con las otras especies de Aspergillus y asi poder establecer la especificidad y la
sensibilidad de la prueba que se utilizo en este trabajo experimental. Esta prueba se monto
para uso diagnostico en la practica de la Medicina Veterinaria.(9,24,26,28,29 42).
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VH. CONCLUSIONES.

Los sueros provenientes de bovinos productores de leche de dos ranchos muestreados de
la Cuenca de Tizayuca en el Estado de Hidalgo, se pudo detectar la presencia de
anticuerpos contra la aspergilosis bovina utilizando la prueba Dot-ELISA.

Esto sugiere la presencia del género Aspergillus , y es en parte algo importante porqué
no existen datos sobre la enfermedad en 1a Cuenca de Tizayuca, los estudios para detectarla
fué en animales que no presentaban los signos clasicos de la enfermedad y por ello se
complico la identificacion del agente, aunque da a entender que existen algunos factores
que hacen que la enfermedad no se presente como tal, sino por afecciones secundarias
afectando asi al hospedero.

Llegando a ciertas cuestiones que la aspergilosis que se presenta son producto de
acontecimientos producidos semanas o meses y que de tal forma que la causa no puede ser
detectada en el momento que llega a producirse.

Esto nos da a entender que hay una elevada presencia de este hongo y por consecuencia
una contaminacion en los lugares donde colocan los alimentos (silos, pesebres, etc.). Datos
obtenidos del personal que trabaja en los ranchos existe un aproximado de 20,000 cabezas
de ganado lechero en la Cuenca de Tizayuca y que continuamente se van rotando los
animales, nos daria una incidencia de 800 vacas que pueden tener la sintomatologia de la
aspergilosis, pero no manifestarla, siendo positivas y tenerla toda su vida reproductiva sin
darse cuenta el ganadero y/o el médico clinico.

Dado esto estariamos hablando de un porcentaje elevado y si no se toman las medidas
correctivas la incidencia por esta enfermedad pudiera aumentar y los productores tendrian
cuantiosas pérdidas.

A veces no se dispone de un laboratorio de diagndstico que haga estas pruebas
especificas o no se tienen un control para tomar las muestras y se pierdan en el proceso o
no se le tiene el interés, ademas en Medicina Veterinaria se desconoce actualmente los
antigenos que hacen reaccion cruzada con el Aspergillus.

33




Queda patente que existe una complejidad en el estudio de los hongos y que muchos
médicos clinicos no saben dar con exactitud un diagnéstico, esto se tiene que dar con la
valoracion en conjunto, lo que nos permitird establecer ciertos pardmetros sobre estos
organismos poco estudiados.

En la parte econdmica de la prueba no se cuantificé el costo por que se utilizaron los
recursos existente que se tenian en ese momento y ademas por ser un proyecto
experimental.

Por otra parte al haber detectado anticuerpos contra los antigenos de A. fumigatus, se
demostré que la técnica enzimatica de Dot-ELISA es muy sensible para la deteccién de la
reaccion Ag-Ac circulantes, por ello seria la prueba de eleccion para el diagnéstico de la
aspegilosis.

En consecuencia resulta de gran importancia el trabajo en conjunto de los ganaderos,
médicos clinicos, gobierno y laboratorios, y acercamos a la solucién de este problema que
no sabemos que magnitud tiene a nivel de los ranchos lecheros en todo México.

Es por ello que se recomienda seguir con las investigaciones sobre las enfermedades
producidas por los hongos, ya que existen pocos trabajos experimentales sobre todo en
Veterinaria sobre esto agentes patdgenos pocos comunes.
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APENDICE DE REACTIVOS

Solucion de Coca:

a) Cloruro de sodio (NaCl) 9g.
b) Bicarbonato de sodio 2.5 g.
c) Fenol 4g.

Solucién Amortiguadora PBS (0.15 M ph 7.2);
a) Cloruro de sodio (NaCl) 8g.

b) Cloruro de potasio (KCI) 0.2g.

c) Fosfato de sodio dibasico anhidro 1.15g.

d) Fosfato de potasio monobasico anhidro 0.2g.
e) Agua destilada c.b.p. 1000 ml.

Solucidn reveladora:

a) Alfa-cloronaftol 30 mg (A).
b) Metanol 10 ml.

<) PBS 50 mi (B).

d) H202 0.05 ml (B).

Utilizar 25 Ml de PBS y 0.025 ml de H202 que es la solucién B y se le agrega 5 ml de la

solucién A.
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