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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron en primer lugar
el montaje de lta técnica de inmunofluorescencia indirecta {IF1)
para la deteceibn de anticuerpos contra Toxoplasma gondii en -
ovinos.

Ademds, en base a la técnica de IF] se daterminaron los -
Litulos de ankicuerpos en borregas en fupcidn o su edad y gue
presentaron problemas reproductivos.

Para el desarrollo de la técnice de IFi fue utilizada la-
infragstructura v apoyo de personal especializado del Institu-
to Naciondl de Diagnbstico Epideminibgics "Ir. Manuei Martinez
Baez" de la Secretarfa de Salud, obteniends el conjugado en 2l
faboratorio de i1nmunoparasitolegfa, purificando [gG de borraeqgo
marcado con isotiocianato de fluerescefng, Para cunocer los-
tftulos de anticuerpos en ovinos Se obtuviercn muestras sanguf
neas por venapuncidn yugular de 5 eiplotaciones ovinas camer -

ciales del Estado de México, con ol suerop se procedid o le elg
i

boracitn de la técnica de IF] para el conocimiento de ta cant
dad de anticuerpos presentes en e50s animales,

En el montdje de la técnica de IF] axist10 poca disponibi
jidad de material ya gue es de importacidn y alto cesto por jo
cual el procediniento y posterior abtencién del conjugadn resul
to dificultoso, ya que se requirid de mucho tiempo y asesaria-
especializada,

De los 165 sueros de ovinos obtenidos, 94 o sea ¢l 56.9%
presentaron anf{izyerpos contra l; yundll tndicandc que la pre-
sencia de este protozoario es importante en el Estado de Méxi-
co. Los tftules encontrados oscilaron entre 1:8 y 1:8192, de
allos el 41.5% se ublcaren entre las diluciones de 1:B y 1:16,

£} Tfiulo mas alto fue de 1:8192 detectado en sclo dos ovejas.



En lo referente a los tftulos de anticuerpos en funcibn a
1a edad del ovino se encontrd que los animales que mostraron -
titulos altos de anticuerpos contra T. gondii fueron los que -
tenfan entre tres y mayores de cuatro afos de edad (60.6%), en
contrando una menor cantidad de animales reactores cuando te--
nfan dos afos O menos.

Existi6 poca relacién entre los titulos de anticueirpoes -
contra T. gondit y los problemas reproductivos en las explota-
ciones ovinas examinadas. Los tftulos de 1:8192 correspondig
ron a dos borregas, una abort6 y la atra pari6 un cordero dé--
bil que murid a los tres dlas de nacido, lo que hace suponer -
que una toxoplasmosis aguda pudo estar invelucrada en eses pro
blemas reproductivos,

tas otras borregas que abortaron y/o parieran corderos --
débiles tuvieron tftulos de anticuerpos que oscilaron de 1:256
a 1:512, sin embargo, las borregas que tuvierau parte normal -
mostraron titulo entre 1:8 y 1:2048, indicando una toxoplasmo-
sis c¢crénica o bien que en las borregas del primer grupu exis--
tieron otras causas no diagnosticadas en el presente trabajo -
que también ocasionaron perdidas reproductivas.



INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una enfermedad zoonb6tica causada por-
el Toxoplasma gondif, {pardsito intracelular obligado), que---
puede infectar animales herbivoros, omnivoros y carnfvoros, --
principalmente mamfferos y algunas aves, gue juegan el papel -
de hospedadores intermediarios, Siendo sus hospedadores defl
nitivos los mamfferos de la familia felldae asf como la fuente
de infeccion natural mds importante (aganda, ot al., 1981; 8le
wett, 1983; Carrada, 1983).

La toxoplasmosis es considerada como 13 cawsa mds comln -
de aborto infeccioso y perdida neonatal ovina en varias partes
del mundo {Mueva Zelanda, Australia, E.E.U.U. ¢ Inglaterra) -
(Alba et al.., 1981; Dubey et al., 1984).

Etiologfla

El Toxoplasma gondii fue descrito primers por Nicolle y -
Manceux en 1908 en un roedor llamado '"gondi'" o "gundi” -
(Ctenodactylus gundii) en el norte de Africa y ados después en

el conejo {(Oryctolagus cuntculis). Lo denominaron T. gondisi
tomando en cuenta su forma de arco y el nombre cient{fico del-
roedor en el que fue descubierto (Beverly et al., 1981; Souls-
by, 1982).

En Kueva Zelanda y Gran Bretafa se ha descrito la asocla-
cidn de toxoplasme con la muerte prenatal ovina y con la pre -
sencia de abortos (Beverly y Watson, 1361; Hartley et al., ~--
1968) .

£€n 1939 Wolf y Col., senalan al toxoplasmsa como agente --
causal de la toxoplasmosis en el hombre y es la primera refe -
rencia al respecto de la literatura médica mundfal (Villegas -

et al., 1977).
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Se reconoce solo una especie:  Joxoplasma gondii y to-
das las cepas estudiades son antigénicamente similares {(Ca-
rrada, 1983).

Clasfficacién Taxonbmica

Reino: Animal
Subreino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoca
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidiida
Suborden: Eimeriing
Familta: Sarcocystidae
Subfamitia: Toxoplasmatinae
Genero: Joxoplasma
Especie: T. gondii

{Levine y Col., 1980: citadec por Soulsby, 1982).

Caracterfsticas morfoléaicas

El T. gondii presente tres fases:

a) Trafozoito, tlene forma de media luna y mide de --
cuyatro a siete micrémetros de longitud por tres a cinco mi-
crémetros de ancho. En su porcibn anterior presenta el llg
mado compleio apical compuesto de una envoltura externa con
tubulillos sub-membranosos, anillos polares, microporo , €3
noide, toxonemds y los 6rganos pares en forma de masa o rop
trias . Tiene un solo nGcleo y movilidad aunque carece de
cilios o flagelos, son muy sensibles a cualguier medic ex--
tracelular, por ello los trofozoitos libres invaden las cé-
lutas nucleadas del hospedador en especial las del sistema
reticule en cotelial {Cerercls, 1988).



b) Ooquistes, son las formas quisticas del pardsito -
que el gato expulsa junto con sus heces. Tiene una forma -
oval, mide de diez a doce micrbmetros de didmetro a3 los dos
dlas do ser expulsados y of existe un grado de buteded y --
temperaturs adecvado los ovoqulstes presenton una divisién -
por esporulacidn los cuales contienen cuatro esporozuajtos -
en su interior, 5i las condiciones ambientales son favara-
bles pueden permanecer viables durante mids de un ang (Cere-
rols, 1988).

¢) Quistes histicos, su tamafo es muy variable entire
diez y cien micrémetros de didmeiro, posaen und membrana --
eldstica que encterra en su interior a los bradizoitos (for
mas similares a los taquizoitos pero mds pequefas), y los -
aisla del medio externo. Se localizan en cualquier tejido
de! hospedador, de preferencia en los misculos, cerebre y -
retina. Los quistes permanecen durante muchos anos, probda-
blemente durante tode la vida del hospedador sin pruvaecar -
ninguna reaccidn inflamatoria en los tejides en conde s¢ en
cuentran (Cererols, 1988).

Ciclo bipologico

En 2l ciclo biolbgico del J. wgondii ioc felinos jue-
gan un papel de suma importancia al ser hospedadores defind
tivos del pardsito (Blewett ot 21.1983; Dubey, 1980; Souls-
by, 1982}. <Casi todos los animales de sangre ciliente pue-
den actuar como intermediarios {Cererols, 1988).

En el T. gondii existen dos tipos de desarrello; el -
ciclo entercepitelial y ol ciclo extraintestinal.

1.- Ciclo enteroepitelial, es la denominada fase ----
5e¢xudl o isospbrico se inicia cuando jos ooquistes o las =--
quistes nfsticos llegan al intestino del hospedador defini-
tivo. Los trofozoitos se libaran de las m

hranas qufsti--

cas por la accidn de las enzimas digestivas y penetran en -

el interior de las células intestinales, donde se llevan a
5



cabo cinco etapes multiplicativas gue difieren morfolégica-
mente y se designan A, B, C, Dy E, (E! tipo A apirece de -
12 a 1B horas después de ta infeecibn, siendo la etapa més
pequeda, es evidente como una coleccién de dos o tres orga-
nismos en el yeyuno. Las divisiones son por endodiogenia -
(formacion de células hijas por injertoc internc), E! tipo
B8 ocurre de 12 a 54 horas despuds de 1a infeccién y ha sido
localizado en el ntcleo, se divide por endodiogenia y endo-
poligenia. El tipo € ocurre de 24 a 54 horas después de la
infecci6n y se divide por esquizogonia (merogonia) elics --
son alargados y tienen un nficleo subterminal. El tipo O --
ocurre de 32 noras a 15 dfias después de la infeccibn siendo
mds pequedo que el tipo C. segdn Frenkel 1973, se divide --
por endodiogenia, esquizogonia y por separacidn de merozoi-
tos simples de una masa nuclear. El tipo £ se divide por -
esquizogonia ocurre de 3 a 15 dlas después de la infeccibn,
y se parece al tipo D) , ocurriendo una reproduccidn ------
asexual que darg lugar @ la aparicidn de los morozoitos. -
Después de varios ciclos reproductivos, que s¢ ha idn exten
diendo en la infeccion por tods el intestino del falino, a}
gunos merozoitos evolucionan hacia microgametocitos {gameto
femening) o macrogametocito {gameto masculino). Entre ----
ellos se realiza una reproduccidn asexual cue dard lugar a
1a formacidén de ocoquistes, formis resistentes aus serdn ex-
pulsadas por el felineo parasitado juntc con sus heces. Pa-
ra que estos ooquistes sean infectanies tienen Gue proseh--
tar una reproduccidn esporogbnica que se produce en el exte
rior, a los dos o tres dlas desputs de ser expulsados {Ca--
rrada, 1983; Cererols, 1988; Soulsby, 1982).

2.- Coclo extraintestinal es la denominada fase ------
asexual., {Se inicia cuasndu las formas quisticas del pardsi
to {ooquistes procedentes de deposiciones ce gatss infecta-
dos o quistes histicos presentes en los tejidos de amimaies
parasitado), ilegam al intestino de cualquier animal homeo-
termo. Las enzimas digestivas del mismo destruyen las mem-
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branas del quiste produciéndoese la liberacion de los trofo-
zoltos: éstos penetran de inmedlato en las células nuclea--
das del hospedador, en especial las células del sfstema re-
ticulo endotetial. En su interior, el trofozoito, que en -
esta fase recibe el nombre de taquizoito, se divide activa-
mente por endodiogenia. Acumuldndase de ocho a dieciseis o
més organismos en las células hospedadoras. Por lo que pue
den llenar por completo la célula parasitada y producir la

‘rotura de la misma. Los pardsitos liberados por dicha roty
ra infectan nuevas células hasta que los mecanismos inmunes
del hospedador act@an produciendo 1a muerte de las formas -
libres y frenando la multiplicacidn de las intracelulares.

A partir de este momente, los trofozoitos, que en ps-
ta fase se denomina bradizoitos se enquistan en los tejides
del hospedador formando los denominados quistes histicos.
(Carerols, 1988: Soulsby, 1982).
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Epidemiologfa

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucibn mun-
dial, mucho mds frecuentes en las regiones hGmedas y chli--
das que en las frias y secas (Cererols, 1988).

Los animales mds importantes sem los gatos. Elles al
igual que el resto de los felinos {gato montes, puma, ja---
quar, etc.), son los hospedadores definitivos del parésito,
ya que en ellos tiene lugar la reproduccitn sexual del mis-
mo (Blewett et al.. 1986: Frenkel et al., 1981).

Tambi&n es posible que los invertebrados como los in-
sectos coprbfagos, artrépodos hematbfagos y moluscos jue---
quen un papel importante en la diseminaci6n de ooquistes --
{Del muro, 1982; Roch, 1971; Soulsby, 1982),

En los ovinos se consideran tres mecanismos de trans-
misién de 1a toxoplasmosis:

. Exposici6n continua de las ovejas a un medio am-«
biente contaminado con los ooquistes (alimentacién al pasto
reo}, provocando la infeccién y la manifestaci6n de los sig
nos clinicos, &stos se presentan principalmente en animales
jovenes y de reemplazo.

2. Exposicitn disconlinud a la tnfeccidn por doquis-
tes donde la enfermedad se presenta de manera esporédica --
presenténdose en los animales a cualquier edad {Blewet y --
watson, 1983},

3. Transmisi6n de la infeccidn por contacto. La dise
minacion de la onfermedad se inicia por ia mezcla de borre-
gos infectados con animales susceptibles después del empa--
dre. Los problemas clinicos estaran restringidos principal
mente a las hembras de reemplazo.
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Blewet {1983) considera posible la transmision vont--
rea al aobservar las formas infectantes del toxoplasma en el
seman de carneros.

La ingestién de pastos, forrajes o alimentos contami-
nados es uno de los mecanismos de infeccidn natural para --
los hospedadores intermediarios. El1 humane se infecta por
la ingesttién de gquistes histicos presentes en la carne de -
mamf{feros utilizada para su consumo {Gerercls, 1988; Carra-
da, 1983, villegas et al., 1977)

Patogenia

Se han establecido tres mecanismos de penetracifn del
pardsito a las células del hospedador (Villegas et al., ---
1977).

1.- Secrecibn y actividad enzimdtica, se han detectg
do ciertas substancias producidas por el pardsito que de el
guna manera alteran la consistencia de la membrana celutlar
princpalmente de aquelas células que forman parte del siste
ma reticulo endotelial (Villegas et al., 1977)

2.- Penetracidn activae: €Es aquella gue se presenta -
por movimientos de torsién de todo el cuerpo del pargsito,
adquiriendo forma de tirabuzdn con lo que se favorece para
penetrar a la célula {villegas et al., 1977).

3.- Fagocitosis: Se inicia por un acercamiento de la
célula al pardsito en forma inespecifica con et fin de necu-
tralizarlo, esto se ve faverecido por la activacion de la -
célula que forma parte del sistema facftico histiocitario -
para iniciar la fagocitosis. Este mecanismo tnvolucra ini-
cialmente 12 emisidn de pseudoupodoes hasta que el pardsito -
queda totalmente rodeado e inclufdo en una vacuola parasito
fora {Vitlegas et ai.,, 1977).
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ta infeccién de T. gondii es subclinica, en Ia maya--
ria da las infecclones agudas la ruta de infeccibn es el -
tracta intestinal. Después de }a ingestitn de ooquistes,
bradizoitos o taqulzoitos, la infeccibn enlérica se disemf
na por linfa'y sangre con invasibn sudsccuente de Hrganos
y tejidas

Los pardsitos se multipllicen en forme de taquizoitos,
produciends muerte celular; se extiende el parasitismo y -
165 animales pueden morir en este periodo. Durante esta -
fase los arganismos pueden aparecCer en secreciones y excre
clones como ta orina, heces, leche, flufdo conjuntival y -
saliva. Estas formas son incapaces de sobrevivir fuera -~
del hospedador. Es muy pequefia la posibilidad de la dise-
minacidn de la toxvplasmosis de un animal & otlro on la fa-
se aguda {(Soulsby, §982).

Yirulencia

Se ha sefalado una variacidn en 2 virulencia entre -
cepas de este arganismo. De hecho el criterio para dife--
renciar cepas es por virulencia y las caracteristicas de -
ta enfermedad producida, cuando &stos san fnyectados @ any
males de jaboratorio. Con cepas de baja virulencia an ge-
neral ocurre una parasitemia baja, menor invasidn tisular
y caorta persistencia del pardsito. Los organismos aisla--
dos de animales que tuvieron enfermedad o murieron de la -
infeccion, son usualmente més virulentos que 0tros obteni-
dos de un animal gque no mostrS evidencias clinicas de la -
enfermedad. La mayorfa de las {nfecciones son avirulentas
o de cardcter subclinica {Soylsbdy, 1982).

Cuadro Cifnico

La toxonlasmosis en ovinos se ¢lasifica de 1a siguiep
te manera:



1. Aguda:
4} Adquirida
b} Congénita

2., Crénica o latente {Soulsby, 1982).

Muchas de las infecciones son subclinicas y loy sig--
nos varfan dependiendo del 6rgano afectado (Dubey et al.,
1981; Soulsby, 1982),

a) Toxoplasmosis aguda adaquirida ocCurre esporddica--
menhte y se acompafia de un ¢uadro clinico que varfa desde -
una linfadenopatfa subclinica hasta una neumonfa fatal. -
Las ovejas con este tipo de infecclbdn manifiestan signos -
digestivos como angrexia, diarrea y emaciaci6én progresiva;
signos respitarios como tos vy dispea; 5ignos nervioses,fie
bre y trastornos en la gestaciédn <on abortos y fetoes momi-
cados (Dubey et al., 1981; Soulsby, 1982).

Las lesiones encontradas en este tipo de infeccidn --
son las siguientes: abomasitls, enteritis, inflamacidén Jde
ganglios linfdticos mesentéricos, esplecnomegalia, hepato-
megalia con focos grandes de necrosis de uno a tres milime
tros de didmetro, agrandamiento del pdncreas, miocarditis,
encefalitis, cistitis y cuando ocurre aborto hay necrosis
de los cotiledones (Dubey et al., 1990).

b) Toxoplasmosis aguda congénita; sus manifestacio--
nes clinicas varfan dependiendo de la etapa de gestacibn -
en que ocurrit la infeccitn con J. gondii. 1} cuando la
infeccifn ocurre durante una gestacién temprana hay repetj
cién de calor por muerte embrionaria y reabsorcioén; 2) -
cuando afecta mas alld de la mitad de la gestac:6n hay =---
abortn y momificacibn por muerte fetal; 3} al final de 1a
gestacibn causa infeccion fetal ocasionando nacimientos de
productos prematuros o débiles gue mueren &n no menos de -
tres dfas (Blewett y Watson, 1984: Carrada, 1983; Soulsby,

1982).
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En 1a patogenia de este tipc de toxeplasmosis los ta-
quizoitos que llegan al aparate reproductor producen una -
placentitis alternando asf{ el intercambio nutricional y --
oxigenacién, ante esto, el producto muere cuande aln es fe-
Lo o bien nace con trastornos cercbraies o también el parg
sito puede afectar directamente los 6rganps del producto -
(Soulsby, 1982).

Las lestones encontradas en la placenta en este tipo
de toxoplasmostis consiste en disminucidn del tamafio d& los
cotiledones. Las lesiones caracteristicas son focos redon
dos de necrosis, de color gris y de uno a dos milfmetros -
de didmetro.

En los pulmones hay nbdulos necréticos y exudado pleu
ral, hidrotorax, Otras lesiones son hepatomegalia, esple-
nomegalia, ascitis y en algunas ocasiones se presenta co--
rioretinitis . {Carrada, 1983; Soulsby, 1983).

Las lesiones encontradas en el producte son: necro--
sis central en cerebro, cerebelo, médula espinal y cordén
espinal. Encefalomielitis no supurativa con infiltraci6n
perivascular, con células mononucleares. Hay presencia de
focos de 1nfiltracidn mononuclear en meninges, lengua, ---
misculo esquelético, higado y vasos sanguineos (Dubey, ---
1981},

La toxopiasmosis crénica o latente se considera como
resultado de una infeccidén aguda siendo subclinica. HNo --
hay reaccitn inflamatoria debido a que el tcxoplasma se --
¢isle y enquista (Carrada, 1983).

Diagnbstico

Diagnéstico clinico; la presencia de cuadros clinicos
inespecificos y la existencia de formas asintomdticas o --

13



itnaparentes gue en un momento dado puede dar origen a un -
cuadro agudo, constituyen un grave problema que hace muy -
diff{cil el diagn6stico cifnico de la toxoplasmosis {(Rech,

1971 Soulsby, 1982).

Diagnbstico de laboratorie; existen dos tipos de prug
bas para diagnosticar la toxoplasmosis;

I. Directas {(se emplean para la deteccidn del pardsito).

1. Indirectas {se logra detectaondo o widiendn 14 respuyes-
ta inmune del animal contra el protozoario} Soculby {1982}
hace referancia 2 las técnicas directas e indirecias.

1. Directas: a) Observacidn histolGgics de cortes
b} Ilnoculacidn a animales de laboratorio
c) Técnica de inmunofluorescencia directa

1. Indirectas: 1.~ Técnicas seroldqgicas:

a) Sabin y Feldman (1écmice del colgo
rante}

b) lemaglutinacidn Indirecia o Pant-
va

¢} Fijacibn del Complemente

d} Inmunocelectroforesis

e} lnnunofluorescencia indirects

Otras pruebas usadas para el diagndstico de la toxo---
plasmosis son citados por: <Calderon et 3l. (1985}, Carra
da {1983), Roch (1971} y Watson (1972).

a) ELISA y sus variantes para anticuerpos.
b} Toxoplasmina

¢} Coaglutinacitn

d) Difusiétn en Gel de Agar

e)- Floculacidén con partfculas inertes.
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Diagnbstico Diferencial

El diagnéstico diferencial de la toxoplasmosis de los
avings, tropiczd con dos serios problemas, el morfolégico
y el ciinico {Dubey et al., 1980).

Para el diagnéstico morfoldgico hay que tomar en cuen-
13 un grupo de microorganismos (protozoarios y hongos), «-
muy semejantes al toxoplasma tanto en su forma de trofozol
Lo como quiste, que infectan al humano y otros animales,
En los animales se consideran 1os géneros Eimeria, Besno--
tia, Hexamita, Encephalitozenn, Globidium, Fibrogistis,
Sarcacystis, etc {Dubey et al., 1980)

En cuanto al diagnfstico clinico hay una Serie de en--
fermedades por su biologia y patogenicidad dan cuadros cif
nicos semejantes a la toxoplasmosis como son: [listeriosis,
leptospirosis, brucelosis, salmonelosis, clamidiasis y vi=-
briosis {Dubey et al.. 1980)

Tainturier en 1980; menciona que ¢! aborto es una for-
ma de presentacidén de la toxoplasmosis y que debe diferen-
ciarse de varios agentes causantes de aborto como:

1. Abortos infecciosos:

a} Brucells spp; afecta al humano y 3 los animales,
presenta aborto en el Gltimo tercio de la gestacifn, morti
natg y debilidad de {a madre,

b} Lhlamydia Psittaci: este agente también causa con-
Juntivitis, problemas respiratorios, artritis y abortos en
cualguier etapa de la gestacién.

¢) Rickettsle spp; 12 eafermedad causada por estos --
agentes cursa ademds con trastornos respiratorios,
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d) Salmonella spp; afecta ¢ todo el hato, tanto adul-
tos como jovenes las animales jbévenes presentan cuadro en-
térico y fiebre en cualquier ctapa de la gestacién.

e) Campylobacter fetus intestinalisi en la enferme--
dad ocurren abortos al final de la gestacifn, alto porcen
taje de abortos aunado a un cuadro febriil muy severo.

f} tListeria monocytogenes; qgenera cuadro dé aborto -
o trastornos nerviosos.

g) Leptospira spp; en este caso es muy importante <on
siderar el cuadro clfinico que se presenta en la madre y --
que el aborto ocurre en el dltimo tercio de la gestacién.

h) Mycoplasmz spp; existe 12 presentacitn de otros --
signos en esta enfermedad como agalactia, cuadro febril se
vero, conjuntivitis, artritis, problemas respiratorios y -
aportes al final de la gestaci6n {Bisod et 21., 1982)

2. Abortos parasitorios:

a) Sarcocystis spp; es el pardsito que causa abortoes

en varias especies animales principalmente en bovinoes, ovi
nas, caprinos y suinos.

3, Abortos no infecciosos:

a) Administracion de antihelminticos al final de la -
gestaciodn (fenotiazina y tetramizol).

b) El consumo de plantas téxicas.

c} Las anomalfas congénitas que pueden ser genéticas
0 cromos6Gmicas son responsabies de la muerte del embribn o
de 1a reabsorci6n de éste (Blood et al., 1982).
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Finalmente, algunas consideraciones diagndsticas que -
se deben tomar en cuenta son:

{, Para el diagndstico de la enfermedad, es conveniente -
se verifiquen dos 0 mas pruebas diferentes con ¢l mismo -
suero, '

2. Una redccibn positiva indica infeccitdn mas no enferme-
dad.

3. Ko importa el tftulo de una reaccibdn por débil que sea
siempre indica una infeccidn toxoplésmica, que ha podido -
tener lugar en cualquier momente de la vida del ser y nue
aunque, en el momento actual no gresente un cuadra patold-
gico manifiesta, en cualquier momento puede desarrollarlo.

4, Una tasa de anticuerpos baja, no permite climipar €@ -
diagndstico de enfermedad; un tltulo 8ito no justifica un
diagndstico de taxoplasmosis.

5. Los tftulos altos equiparables en dos pruebas diferen-
tes verificados en el mismo suero, se pueden tomar como da
tos de cerreza de toxoplasmosis.

6. Un auments de anticuerpos en el curso da una evolucibn
cifnica estd en favor de LDXoplasmosis. )

Tratamients

Considerando que 1a toxoplasmosis ovina clinica, gene~
raimente opourre Cuando ypa oveja susceptible experimentsg
su primer infeccifin durante la prelez, gue generalmente -~
ias I1nfeccianes inaparentes scn 13 regla, que es una enfer
medad que ocurre 2n varios animates del hato, y que ios --
costos de Ios farmacos son altos, no existiendo um trata--
miento satisfactorio contra la toxaplasmosis ovina {Ble---
wett, ot alb., §1883; Mc. Cullocn gt al., 1964}
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Control

s divfcil debido a4 fa presencia constante del hospoda
dor definttiva {OPS, 1980) y a 1a divicultad de diferen---
ctar la entfermedad, de otras enfermedades que dan cuadros
similares y que son apareptemente mds comunes.

En los casos de infeccidn copgénita, se debe determi--
nar ta presencia de anticuerpos en la hembra mientras que
en 105 casos de infecciGn adquirida debe investigarse si -
el animal estuvo en contacto con animales infectados de la
misma y oiras especies.

Algunos puntos que se pueden considerar para el con---
trol de la enfermedad son:

1. El uso de amoniaco como desinfectante para 4dreas en --
donde el gato defeque accidentalmente.

2. Hacer el muestireo de animeles sospechosas, con eiimina
cidn de animales positives.

3. Las hembras gque abortan o expuisan fetos muertos deben
considerarse como posibles portadores y sacvificarse.

4. Los cadsveres de animales infectados y sospachosos de-
berdn destruirse totalmente, o por 10 menos hacerse inacce
sible a los carnfvoros.

5. Elimipacibn completa de animales en los que surye la -
enfermedad.

6. Alimentar a los gatos en el hogar cop alimentos coci--
dos.

7. Diagnéstiico peribddico coproldgico y seroldaico a los -
gatos de Ja granja y tratamiento {Blood et -al , 1982; Du--

bey, 1980). T8



En humanos se pueden aplicar las siguientes medidas de
control {Timoney, 1976).

f, Elimisacitn de las heces de los gatos para evitar con-
tacto con {os humanos.

2. Usar e} amoniaco como desinfectante ea dreas donde el
gats defeque accidentalmente

3. Alejar del contacto con los nifios las ¢ajas de arena -
donde defeguen los gatos

4. En tas mujeres gestantes no permitir el contacto con -
gatos cuya fuente de alimentacién sea desconocida {Carrada
1983; Grosso et il-3975i Timoney, 1976},

. Usar guantes cuando se usan cazuelss de 10s gatos (Qrg
s50 et el., 197%)

6. fCocimiento de las carnes, considerando gue }os ooquis-
tes se destruyen a temperatura de 90¢C. durante 30 segun--
das y a 50% € durante 2.5 xinutos {Carrada, 1983; Grosso -
at al., 1975 Timeoney, 1976).

7. Evitar el consuma de carne cruds o mal cocida {Carrada
1883; Yimoney, (976).

8. Las frutas y verduras puceden estar contaminadas con -~
ooquistes resistentes, por 1o que debe iasistirse en el la
vado meclnico cuidadose {Carrada, 1982},

9. Los sujetos seropositives a Toxoplasma gondii, no de--

ben ser usados ¢omo donadores de 6rganos para transplantes
{€arrada, 1981).

10, En pacientes inmunodeficientes @ con terapia inmunode-

presora, es importante vigilar las transfusiones de sangre
(Carrada, 1983}, 19



t1. Control de roedores, cucarachas, moscas y gatlos vaga--
bupdas (Grossq et al., 1975).

Prevencidn

No hay medidas de prevencién efectivas contra Yoxo~--
plasma ggggii en los ovinos, yse que por las caracteristi-
cas del medio en el que se encuentra ests especie es diff-
cil de aplicartas (Dubey ot al., 1981).

Se ha experimentado la utilizecifn de una vacuna inac-
tivada elaborada con un coccidio no patbgenc {Hammondia ha
mmondi) en la prevencidén del aborto ovino debido a toxo~--
plasmasis, pera no se fha podido prevenir la infeccibn fe--
tal o placentartia {Beverly et al., 1971}

salud Poblics

Los mecanismos de infecclibn del humano sonr principal-
mente la contaminacion de alimentos con ooquistes prave---
nientes de las heces del gato, la ingesti®n de garne infec

teds con quistes de Yoxoplasma gondii ({Aganga ey al., ---
1981; Dubey, 1980).

te patogenia en el humano es similar a los animaies. -
Se conocen dos taormas clifnicas de toxoplasmasis humana.

¢} Forma adgquiridai en lo que se refiere a gineco-obs
tetricia, los problemas por toxoplasmesis sop: partos pre-
maturos, abortos, muerte fetal y placenta molar (Leyva, ~-
18739},

b) ¥Forma coagénita; es el resultado de una infecciédn
agud2. adguiridad por 1a madre durante 1a gestacitn (Vilie
gas et al., 1977},
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OBJETIVOS

Establecer la técnica de inmuncfluorescencia indirec-
ta para la deteccidn de anticuerpos séricos contra Joxppla
ma gondii en ovines.

Determinar 13 seroprevalencia de anticuerpos contra 7.
gondii en algunos rebaiios ovinos del Estado de México.

Conocer la variaci6bn de los tftulos de anticuerpos --
contra I. gondil en ovinos en funcidn a su edad,

Evaluar los titulos de anticuerpos contra T. gondii -
en borregas que presentaron problemas reproductivos.

21



Diagrasa de flujo para la elaboracidn del conjugado y wontale de la ticnica de jnmunafluarescensia

indirecta .
1 2
[’osr[uC|ou DIL SUERD ] {A*BﬁrfICIQn of GIIABLOBULIIAS}
PROBLENA (BORREGO)
uoluu'co BOAREGO
DBI[ICIOJ UE SANGRE ;u[no

POR VENOPUNCION

1
OBTENCION DIL SUERD
POA CENTRIFUGACTON

SULRO PROBLENA

SUERO PROOLENA XA
SOLUCTON SALINA

|
PRECIPITACTION DE GARAGLOGUL INAS

!
PURIFECACION DE GARAS
(DIALISIS)

1

PRUCBA DE IXMUNOCLLCIROFORESIS
{PARA PROBAR PUREZA DE GAMAS}

CROMATOGRAFTA CON DEAE CELULOSA
{PURIFICACION DL GAMAS)

OBTENCICN DE GANAS
LIOFILTZACION

INOCULACION DE (ANAS PURAS AL
CORESO

{
OBJENCION DE ANTISUERD DL CONEJD

RARCADO DE ANYILUERPOS CON 150110
CIANATO DE FLUORESCEINA

CDﬁJUGADﬂ

TECHICA DE INRUNOFLUQRE SCENCIA

OOTENCION DE ANTIGEND

IKOCILACION TNTRAPERITONEAL
ot 1. qondiilil RATOK YIY0

QOTENCION DEL E;UDAOO PERITOREAL

ELININACTON Df RESTOS CELULARES
C[HIR!FHGAR;EL €XupADG
NORTAJE D[t ANTIGEND

FlJAcion

22

LARINILLA cfn T0XOPLASHA
CAMARA IUMEDA
!
INCUBAR
|
LNJUAGAR
|

INTRODUCIR LANINILLAS COX
PaS

i
SECAR

e ee—~—~ AGREGAR AZUL DE EVANS + COMJU

CADO » PBS
¢

1
LECTURA CON NICROSCOPI1O DU
INRUKOFLUORESCENCIA INDIRECTA



MATERIAL ¥ METODOS

1. Localizacitn de la explotacion

Para 13 realfzacitn de este trabajo se utiltizaron ani
males de cinco explotaciones diferentes {Cuadro 1) {(Rancho
Santa Elena, £l Retodo y El Sacrificio, en el municipio de
Yeoloyucan; ta Palma, municipio de Melchor Ocanpo y Las =--
Margaritas, municipio de Ozumba) localizadas en el Estado
de Méxica.

(Fig. 1)
2. Animales

£l nGmero total de antmales mucstreados fue dg 165 -
avinos de las cincu explotaciones antes mencionadas.

3. Disefo fxperimental

Para demostrar la presencia de T. gondii se muestrea-
ron animales de las ¢inca explotaciones, obicniendn 1oy -~
sueros necesarins para realtzar Ia técnica de inmunofiuore
scencia indirectia.

Para determinar la seroprevalencid de anticuerpos con
tra T, gondij se muestréo del 1G al 50% de cada una de las
explotaciones ovinas ya citadas.

Para conncer la varfacibn de anticuerpos contra 7. --
gqondil se Farmaron grupos de ovinos de diferontes edades,~
tas cuales variaron desde animales menores de un afo, has-
ta borregas adultas, con el fin de determinar a que edad -
son m&s suscaptibies.

Para evaluar los problemas reproductives en les titu-
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los de anticuerpas contra T.-gondii ~se eligieron 21 borrg
gas de diferentes explotaciones que presentaron abortos, -
inanfcidén y hembras que pariercn corderos muertos.
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LUADRE 1, Gracteristicas de lay cinco explotacinnes orvinas en 1as que e rzalivaron nuestress paca el presente trabaje,

RANCHG

TIPD RACIAL

No. ANINALLS

T1PG OU ALIRERIALION

TEPD OF CRPLOTACION

Santa tlens

ta Palna

Ef Saceificio

Las Kargaritas

£} fAetofo

criolia encastado
c¢on suffalk y =~
rasbauiilet,

crinlle encastado

con suffolk

suffolk

cocriedale

crialls entastsde

650

170

Lid

no

60

pastores {pastizal ma
tural},

pastorec frepelo de-
21falfa}

en carral {atfalfa -
achicalada, grans, -
rastrojo de safz.

pastores {pastizal na
turat}.

en torral (alfalfs, -
rastrajo y ceedara}

pastores diurna, encierrs
nocturno, hacinaviento,
ualy higiene.

pastaren diurnn, encierra
notturna, instalaciones -
adecuadas.

intensiva, instalaciones~
adecuadas.

psstoren dlurns, encierre
noctorng, instalaciones ~
arcuadas.

intensiva, hacinamiento,-
cosederas y bebederos ade
cuadas.




Fig.t.

Ltocalizaclién de

las explotaciones ovinas del fdo, dr Mérico en law que se

reallsaran sudstrems pars conocer la presencia de anticuerpos contra - - «

losoplawsa

gondii.
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A. Kuestreo

La obtencifn de la muestra se realizéd por venepuncion
de la yugular con slstema vacutainer, obteniendo § mi, de
sangre por animal, identificando cads muestra y marcondo a
l1os animales estudlados.

(Fig. 2}

La muestra sanguinea se dejd repasar al ambients «aw.
transportandose desde la explotacidn hasta el jaboratorio
e perasitelogfa de ta FES-Cuautitldn en uned nielera con -
refrigerantes, Una vez an el laboratorio se procedit a --
desprender et codguleo del swero y se sometit a cesntrifuga-
cibn a 2000 rpm durante 10 minutos, una ver obtenido el --
sueroa se conservt en congoelacién a-209 C hasta su procesa-
miento.

5. DIAGHOSTIC

8e Labsratorig

Para la deteccion de anticuerpos Contra T. geadip se-
ysaron las siguienles técnicas:

. Precipitacidn de gama globulinas con sulfato de -
amonio.

(Fig.3}

Reactivos

a) Solucitn Saturada de Sulfato de Amanio (NHA) 2504,
£n un vaso de precipitado (1000 ml) poner 550 ni. de agqua
destilada mas 550 3. de {HH4) 2504, revolver con agitador-
magnético hasta que la sal este totalmente disuelta,
Ajustar 1 pH a 7.2 asgregando icido clorhidrico o hidroxi-
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do ‘de sodio, con ayuda de! potenclémetro y conservar a 49C,

b) Solucién Salina Amortiguadora de Boratos con pH de
8.5, Para preparar 1000 ml. se requiere: ’

- Acido B6rico (H3 B03) 6.18 g
- Tetraborato de Sodie (Na2B407 10H20) 9.53 ¢
- Cloruro de Sodlo Cristal (NaCl) 4,38 g

c¢) Antisuero (suero de borrego-antialbumina sérica de

conejo).
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Método

1. €0 un vasy de precipitado colocar un volOmen conocido -
de suern de borrego {150 mi) poner el vaso en bano de -
ntelo. '

2. Mexclar con agitader magnético y agregar el sulfato do-
amonio gotas a gota por medio de unma bureta.

Primera precipitacitn vollGmen a vollmenm (150 ml de -
suero con 150 mi de sulfato de amonio} evitar hacer -
burbujas.

Sogunda precipitacién, medio vollmen de sulfate (150«
mi de suero con /5 ml de sulfaro de amonio),

Tercera precipitacion, una tercera parte tanto de su}
fato como solucidn salina o amortiguador de boratos -
(150 n! de suero con 150 de sulfato de amonio m&s 50-
ml de solucifn salina smartiguadora de boratos).

Conlinuar agitandse durante una horas para Que precipite-
la gama globulina.

Centrifugar en frfo a 10 000 rpm durante 30 minuios -.-
{eliminar o1 sobrenadante}.

Redisolver el precipitado con solucién salina amortigusa
dora de boratos completando el vollmen originat (150 m})

Reprecipitar la gama globulina, seguir las pasos 1, 2,-

4

y 5,

Repetir el proceso de precipitacisn siguiende 16% pasos

b

2y 4. El precipitado obtenido se disuelve con soly

ci16n saiine amortiquadora de boratos completando un tar
cig del volGmen original {56 =}
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B.

Ia

Dializar con soluci6n salina amortiguadora de boratos.-
Se utiliza una bolsa para didlisis lavada previamente -
con selucidn salina amortiguadora de boratos, colocando
en su intertor el resultado de la Gltima precipitacién,
amarrar sus extremos e introducirla en un matraz con so
lucidén salina amortiguadora de boratos, donde permanece
rd durante varios dfas cambiando dicha soluclbén dos ve-
ces al dia manteniéndola con agitador magnético y dejan
do reposar 60 minutos. Guardar en cuarto frio.

Probar la didlisis con solucidn de cloruro de bario, si
no presenta precipitade significa que ya esta lista.

Una vez completada la didlisis, centrifugar el conteni-
do de la bolsa a 3 000 rpm durante 30 minutos en frio.-
Esto es con el fin de eliminar precipitados formados du
rante §a d¢idlisys.

Comprobar la pureza del producte por inmunoelectrofore-
sis. Esta muestra se puede conservar liofilizada, con
gelada o refrigerada, en este Gltimo caso agregar un ==
preservador como la azida de sodio o merthiolate.

11, Inmunoelectroforesis

Es una técnica de doble difusi6n que permite obtener
separacién electroforética con gel, de una mezcla de -

protefnas y la difusidn de un antisuero pelivalente corres
pondiente. Al encontrarse cada anticuerpo con su antige-
no correspondiente, se forma un arco de precipitacidén per-

mitiendo distinguirse entre las diferentes protefnas del -
suerc normal.
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Material

- Aparato de Electroforesis

- Agar (debe emplearse un agar libre de impurezas)

- -Amortiguador: puede utilizarse cualquiera de los siguien
tas:
4) Barbituratos 0,05 M, pH 8.4

Barbiturato de Sodio 0,1 M 385 ml
Acido clorhfdrico 0.1 M 115 ml
Agua destilada 500 m}

b} Tris 0.05 M, pH B.04

Tris (Hidroximetil) Aminometano 0.2 M 250.0 ml
Acido clorhfdrico 0.2 M 82,5 ml
Agua destilada 667.5 ml

¢) Glicina Ha OH 0.1 M, pH 8,6
Glicina 0.1 M 942 nl
Hidrbéxido de Sodio 0.1 M : 58 ml

- Antisuero, debe ser potente y probar su especificidad an-
tes de ser usado,

- Antfgeno debe ser soluble para dque np se interfiera su --
migraci6bn y tener una concentracién adecuada,

Método

1. Preparacibn de las placas con agar

1.1 Desengrasar previamente tos porlaobjetos con etanal .-
eter etflico (1:1)

1.2 Se prepara una solucién de agar al 0.5% con'aqua desti-
tada, calentar hasta que se haya disuelto y estando aun

caliente la solucibn se cubren los portaopleLos con unia
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capa delgada.

Se prepara una soluci6n de agar al 1.5% con amotiguador
se disuelve con ayuda de caler y debe reponerse el vol
lamen perdido por evaporaclién con agua destilada.

Se colocan las placas barnizadas sobre una superficie -
perfectamente horizontal y se cubren con un volGmen ade
cuado de agar para formar una capa de 1.5 mm de altura.

El agar se deja gelificar a temperatura ambiente y se -
guards a 4°C durante 30 minutos para acelerar su endure
cimiento. St no se van a utilizar el mismo dfa pueden
conservarse en cdmara hGmeda a 4?2 ¢ sumergldas en el --
amortiguador.

Marcar en las placs de agar los pozos y canales necesa-
rios.

Electroforesis del antigeno

Remover el agar de los pozos previamente marcados en la
placa.

Colocar las placas dentro de la cdmara de electrofore--
sis. Asegurar que se establezca un buen contacto entre
e} ager y las tiras de papel filtro gue sirve a modo de
puentes.

Encender la fuente de poder y ajustarla a 30 m.A. Esto
as si se emplea la unidad integrade de electraferesis o
a 8 m.A. por laminilla si se usa la cémara independien-
te. Sa deja correr durante 15 minutos.

Desconectar la fuente de poder y con la ayuda de una mj
cropipeta se aplican las muestras de los antigenos en -
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los pozos correspondientes. Uno de -los pozos debe jle-
narse con un suera tenido con azul de brome fenol el -~
cual se une a la albumina y la migracién de esla servi-
rd de testigo del avance de las muestras en el agar.

2.5 Se vuelve 2 conectar la fuente de poder y se ajusta a -
la intensidad ya mencionada en el punto 2.3, se prosi--
gue la electroforesis hasta que el testigo haya emigra-
do 3 6 4 cm. en direccldn del polo positivo.

3. Difusibn del antisuero

3.1 Una vez finalizada la electroforesis, se descunecta la
fuente de poder y se retira la placa.

3.2 Se remueve cuidadosamente el agar contenido dentro de -
las cenales previamente marcados.

3.3 tlenar el canal con el antisuero, slempre se debe em---
plear un volGmen conocido del antisuero {aproximadamen-
te 0.1 a 0.5 ml).

3.4 La difusi6n y la precipitaci6n se Ileva a cabo en una -
cémare himeda 3 49 C durante 24 horas o nas.

I1i. Obtenci6n de [9G6 por Cromatograffa con DEAE celuiovsa.
Material
Soluci6n normal o inmune gQue va a ser fraccionada {suerg --

precipitado).
- Soluci6n Amortiguadora de Fosfatos O.1M, pH 7.5

NaHPO4 (Fosfato disédico de sodio) 1.2 g
NaH2P04 {Fosfato monobdsico de sodio) 0.2 g
Agua destilada aforar.a 1000 ml.
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~ Solucitn Amortiguadora de Boratos'

Acido bbrico (H3-B03) 6.18 g
Tetrahorato de Sodio Na2 B407 10H20 9.53 g
Cloruro de $odio Cristal 4.38 g
- DLAE CELULOSA 0.6 - 0.9 meg/y
Hétodo

V. Preparacidn de la DEAE Celulosa

1.1 Calcular fa cantidad de DEAE Celulosa que se necesita,-
tomando en cuenta que se requitre un gramo por cada 30-
40 mg de protefna (100 g de Lelulosal

t.2 Suspender la Celulosa en un vaso que contenga 1000 ml -
de #aOH 0.% H agitar durante una hagra con agitador mag-
nético y dejar reposar durante 60 minutos (40 g de HaOH/
2000 ml de sgus destiladal.

$.3 Agregar un volOmen considerado de agua destilade, agl--
Lar vigoernsamante la suspensibn coen agitador magnéiico-
durante 10 minutos, Pejar sedimentar un dfa y elimi -
nyr ol sobrenadante,

(.4 Continuar lavando de 13 misma forma, hasta que ol ¢H

del sobrenadante sea jqual al de ¢l agua de lavado.

Hgta: Se puede centrifugar y elininar el sobrenadante, redi
solviende 13 celulosa pracipitada en agus destitaga -
para acelerar el lavado de !a misma.

1.5 Una vaz gque ¢ ha elimirado todo el alcali, agregar --
2000 ml de MCI 0.5 N y agitar curante 15 minutos con  «~

dgitador magnético, dejar raposar 30 minutos y eliminar
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el sobrenadante (B3.6g de HCl para 2000 ml de agua des-
tilada).

1.6 Repetir los pasos 1.3 y 1.4

1.7

Pasar la celulosa a un vaso de precipitados y resuspenn
derla en 3000 ml de amortiguador de boratos, agitar con
agitador magnético, dejar reposar en refrigeracitn du--
rante 24 horas.

1.8 Eliminar el sobrenadante y agregar 1000 ml de amortigus

2.

2.1

2.4

dor de boratos y refrigerar durante 24 horas.

Preparacitn de la Columna de {romatograflg

Preparar und columna de c¢romatografig de 2x50 cm. El-
extremc infartar de la ¢alumna e taps 2on un tapdn de
hule ¢on una heradaciédn provista de un tubo de sal

al que se le adapta un trozo de tuberfa de nule. El -
flujo de salida del llquido se c¢controle con una pinzg -
Mohr,

Colocar la columna en posicifn tatalmente vertical, co-
locar en ¢! fondo una capa de fibra de vidrio pre-remo-
jada con solucibn de boratos y 2 mm do didmetro de per-
las de vidrio hbasta una altura de 1 cun. ta columna se
llena de amortigquador de boratss.

Resuspender la DEAE celulosa an un voldmen igual de -«
amortiguadar de horatos y cuitar todas las burbuias por
medio de vacio.

De una manera lenta perc contfnua, ilenar la columna de-
celulosa, Al mismo tiempo dejar salir el ifquide de la

columna por medio de un goteo lento pero continuo.

37



2.5 Bejar & que sedimente y empaguete la columna (evitar bur
bujas).

2.6 Hacer pasar por 1a columna unos 200 a 300 ml de amorti--
gquador cuitdar que no se seque [a columnal.

3. Preparacitn de la muestra por fraccionar

3.1 Se puede uvtifizar suerc total o bien oblenor la gama gin
bulina por precipitacién con suifato de amonio.

3.2 En cualguier caso dializar ta preparacion con 10 volaome-
nes de baratos.

3.3 Con mucho cuidaso agregar la muestra pnr fraccionar sge«
bre el tope de li columng de Y2 celutonsa {gamas).

4. Fraccionamiento

4.1 Dejar que la nuestra pase a través Jo la celulosa {no de
jar secar 12 columna e ir agregando 20 m! de boratos, --
{3 veces) y por Oltimo agregar 500 mi de amartiguador de

boratos, dejandolo correc}.

4.2 Al misme tiempo ir recolectando !a muestra que va salien
do de la columag { recoleccidén en matraces de 100 mi}).

tHota: 21 volGmen que s& va recolectande tambisn se puede ob-
tener por medieo de ta siquiente fovmula:r 11 r2xh

4.3 Marcavr los tubos conforme van saliendo, guardar en congg
lacién,

4.4 Una ver qgue el (itino volamen de dmoriiguador de baratos
haya liegado un centimetrp arriba del tope de la DEAE --
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Celulosa, itlenarlo nuevamente con el mismo amortigquader-
hasta el tope.

" 4.5 Tapar 1a columna y cérrar !¢ monguera.
4.6 Quitar la columna y pcner 13 celulosa en un matraz.

4.7 tavar nuovamente la celulosa. Primer lavado con Cloru-
ro de Sodio 75 g/1000 ml, ponerle 2003 ml, agitar en agi
tador magnético y dejar reposar. £sto tiene como fina~
1idad separar protefnas que hayan quedadn en la celulosa,
- Tirar ¢l sobrenadante, llenar con agua destilada, agi-
tar y deiar reposar.

- Continuar lavando hasta gue el pH del sobrenadante sea
igual a! pH del aqgua de lavado.

- Volver a lavar con HaOH iqual que en el punto 1.2y -
continuar con los puntos 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6,

4.8 Liofilizar la muestra

- Poner la solucién que sali6 de la columna (gamas) en -
frascos pegquefos, aprosimaddnente {5 al en cade uno.

- En un molde colocar trozos de hielo saco y un charro -
de alcohol de 96°, tapar lus frascas con un tapbn pro-
visto de una manguera @ ir girandp sobre el hielo has-
12 que la solucidén se haya adherido a las paredes del
frasco por medio de congelacibn, marcaer los frascos y
guardarios en congelacidn 2 -20 & -70°C.

- Una ver congelados panerias en ia liotifizadora. Lo~
nectar el aparato en refrigeracién nasta que la aguja-

marque 40, 50 y 60°(, conectar la compresora para lo--
grar vacio en todas las mangueritas, colocar los fras-
cos y dejarlos hasta que la solucidn haya perdido hume
dad y se haya hecho polvo, Una vez obtenivo tedo el-
polvo juntarlo y llevario o un voldien conccide con so
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tuctén salina (15 ml) y volver a dializar para elimi -
nar sales.

Centrifugar el contenido de la didlisis, utilizar el -
sobrenadante y liofilizarlo.

Pesar el polvo gque resulio de la didlisis y llevarleo -
a4l 11 de protefna (ig de protefna para 100 mt de solu-
cion salina fisiologica estertil).

Poner en up matraz tas gamas {125 ml) y dgreqar 68 ml
de solucién salina en medio esteril.

Determinar la pureza de la muestra par medio de clec--
troforesis. .

Esta solucibp servird para itnocular & nuestros 4 cone-
jes.

I¥. Inoculaci6in de Conejec.

Objetivo: producir anticuerpos en contra de un suero €5
pectifico {ovino) inocular ¥ ml. por cada 3 kg do peso vivo,

(Figura 4)

A

3 ml de suerp ovino agregar 3 mi de adyuvante de Freud

incompieto, mezclar {(n) veces en medio esteril.

Primera inoculacién: 1 ml. intramusculer dividiendo df
cha cantidad en ambas pievnaz {0.5 al. en cad1 pierna)
Segunda incculacidn: 3 ml. de sveroc ovino + 3 mi. de -
Adyuvante de freud completo { contiene Hycobacterium -
bovine), itnocular 0.5 ml. en cada pierna y 0.2 ml. en
peritoneo.

3a, 4a, 53 y 6a inoculacidén repartirlas durante una se
mana (cada tercer dla} 0.24 ml. en cada pierna.

0.5 ni=1/2 de }a primera inoculacién,
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Fig. 4, ONIEWCION prt MNIISUEROG DE caniae

ol <)
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PURAS [EIM) AL CONEJO

LVIOFELIZAR LA mUESIRA
ORIENIDA [N (& CROMA-
TOGRAT 1A
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- 7a, Ba, %9a y 10a inoculacitn durante una semans (cé-
da tercer dfa) 0.37 ml en cada pierna.
0.75 ml = 3/4 partes de la primera inoculacién.

- t1a, 128, 132 y t4a {noculacibén durante una semana -
(cada tercer dfa) 0.40 m] en cada pierna.
0.80 m! = 4/5 partes de la primera inoculacion.

- 15a y 16a inoculaci6n 0.5 m! en cada pigrna (1 ml) -
durante dos dfas y dejar descansar dos semanas,

Sangrar 20 ml a cada conejo de la vena auricular e 1no
cular nuevamente 0.5 ml de suero de ovino en cada pier
na para reforzar.

La sangrfa se mete en estufa a 379°C durante 30 minutos, -
desprender el codgulo, centrifugar el suero a 25 GO0 rpm dura
te 10 minutos. Guardar el suero en congelacidn {antisuern}
probarlo por titulacibn capilar. Seguir inoculando-a los co-
nejos para reforzarlos y lograr un aumento de anticuerpos.

n
Y

V. Precipitacidn cualitativa y cuantitativa

Material

- Suero de conejo anti-albumina sérica ovina

- Albumina sérica al 1% en soluicidn salina de boratos

- Amartiguador de boratos pH 8.5

- Hidréxido de sodio 0.5 N

Preparacidén de diluciones del antfgeno

- Colccar en una gradilla 10 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

- Humerarlos del uno al diez y llenarlos de acuerdo con las s}
quientes instruccianes:
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Tubo

s0l.
de Bo

0.5

0.5

Salina
ratos

m}

wl

mi

m}

ml

i

ml

Agregar 0.5 ml de sol.
de albumina sérica ovj
na, mexclar bien.

Con una pipete limpia
tomar 9.5 ml del tubo-
1y pasarlo al tubo 2,
mezeclar bien.

fon una pipeta limpia
tomar 0.5 ml del tubo-
2 y pasarto 3l tubo 3,
mezclar bien,

Con ung pipeta limpia
tomar §,5 mi del tubo-
2y pasario al ijubo 4,
mezclar bien,

Can une pipeta limpia
tomar 8.5 mi del tubo-
4y pasario al tubo §,
mezclar bien.

Con una pipeta limpia

tomar 0.% ml de! tubo-
5 y pasarlio al tubo 6,
mezclar bien,

Ton una pipeta limpia

“tomar 0.5 ml del tubo-
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6 y pasarlo al tuwe.7,
mezciar bien.

Bilucion

1:2000

1:4000

1:8000

1116000

1:32000

1:64000

1:128000



R:} . 0.5 m) Con una pipeta timpia 1:2560600
tomar 0.5 mi del tubo-
7 y pasarlo al tubo 8,
mezclar bien,

9 0.5 ml Con una pipeta limpia 1:512000
tomar 0.5 m! de! tubo-
8 y pasario al tudo 9,
mezclar bien,

10 . 0.5 ml Con una pipeta limpia 1:1024000
tomar 0.5 m! del tubo-
9 y pasario &l tubo 10,
mezclar bien, Desechar
0.5 ml.

YI. Precipltacitn cualitativa en tubo capilar.

1.

Tomar 12 tubos ¢apllares de 75 mm de longitud y 12 om de --
didmetro interno.

Con tinta hacer dos marcas a Jos capitares, la primera a --
2.5 cm de-altura y la segunda a 1os 5 cm de altura.

Tomar el antisuero dei conejo y }lenar por capilaridad uno-
de los tubos hasta alcanzar la primera marca. Con papel ab
sorbente limpiar la parte externa d2} capilar.

Desde el mismo extiremo del capilar y sin gque quede ninguna-
burbuja de aire, absorber la dilucion del antfgeno content-
da en el tubo 1, hasta alcanzar la segunda marca del capi--
tar. Mezclar ambas soluciones por inversidn.

Dejar el nivel inferior de la mezcla a 1 cm por arriba de «
uno de lops extremos del capilar. impedir la salida del -
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contenido presionando el extremo opuesto del capildr con .la
yema del dedo Indice. Clavar el capllar en posicidn vert]
¢al en una gradilla de pléastico.

Repetir los pasos 3, 4 y 5 con la dilucién del antfgeno con
tenido en el tubo 2. Continuar de la misma forma con el -
resto de las diluciones.

En un tubo capilar tomar la solucifn dei antfgeno del tubo-
{ hasta la primera marca y completar con solucién de boura--
tos hasta la segundae marca. fste es el testigo del antige
no.

Preparar otro capilar que contenga el antisueroc y solucibn-
salina de boratos. Este corresponde al testigo del antfige
no.

Incubar la gradilla a 379C durantie 60 minutos.

Guardar 1o gradilla a 4°C hasta el dla siguiente.

Buscar la precipitaci6n en los capilares y comprobar que --
los testigos no tengan precipitade alguno. de modo yrueso
puede determinarse el punto &dptimo de precipitacldn, el -~
cual corresponde & ta dilucidn del antfgeno en que haya ma-

yor precipitado.

~ &1 tftuloc del antisuero serd igual a la mayor dilucién -~
del antfgeno que aln presente precipitado.

Probar el antisuero y geémas por inaungelaciroforesis.
En el resultado debe ser unicamente con bandas ¢orres-

pondientes a la protelfna gama, si esto no sucede, pasar las
gamas por columna de OEAE Celulosa pare purificarla.
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Vil. Marcado de asaticuerpos con lsotiocianato de fluorescefna.

{Fig. 5}

Ltos anticuerpos marcados con fluorescefna, ha proporciona

do uno de los métodos de mayor importancia para la localiza -~
cidn de antigenos en cortes de tejidos, frotis o preparaciones
microbianas, ya que la alta especificidad de la reaccién anti-
geno-anticuerpo permite identificar antigenocs "in situ" sin ng
cesidad de aislarlo de sus componentes,

Reactivos:
t. Solucidn Salina Amortiguadora de fosfatas 0.01 %, pH -

7.5

~ Ha2 HPO4 1.8 g
- NaH2 P04 H20 0.22 g
- NaCl 2.9 g

- Agua destilada, aforar a 1200 m!,

2, Amortiguador de Carbonatos 0.5 M, pH 9.0
Solucién A:
- Na2 £03 ) 5.3 g
- Agua desttilada,aforar a 100 ml.

Solucidn 8,
- HaH CO3 4.2 g

- Agua destitada, afarar a 100 mi.

Colocar 100 m! de la salucibtn B y agregar suficiente -
volfimen de la soluciébn A, hasta gue el pH de la solucibn sea -
9.0.

3. lfsutiecjanato de fluoresceina
4. Columna de Sephadex G-~25. El Sephadex se-sumerge en-
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Fig., 5. WARCUADO Dt ANJICUERPOS COR ISOIIOCIAWMAID Of FLUCRESCENCIA

ISOTIOCIARAYO '« GARAS CON
SOLUCTON AMORTIGUADORA Di

CARBOWATOS

al S

OBIENCION DT Ac
MAREADOS CON 1SO1FOCTIANATO
DL FLUORESCEINA

SE PASA LA SULICTON POR
COLUMNA Df SEPUADEX
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agua destilada, lavar hasta que se eliminen las partfculas que
no sedimentan en 15 minutos. Los tres Gltimos lavados se ha-
cen con solucidn salina amortiguadora. Con el Sephadex lava-
do se prepara una columna de 2 por 3 cm.

Método:

a) Determinmar la concentracién de protefnas de la gama -
globutina,

b} Ajustar la concentracidn de protefnas al 1% diluyendo-
con solucibébn amortiguadore o concentrar la solucibn,

¢) Transferir la globulina a una probely graduada.

d) De acuerdo con el volGmen de solucién, se agrega el -
10% de amortiguador de carbonpatos a un pH 9.0 frio.

e} Sumergir la probeta en bafio de hiele, Introducir una -
barra magnética y agregar a baja velocidad.

f) Agregar lentamente 0.5 mg de isotiocianato de fluore -
sceina en polvo por cada mililitro de solucién.

g} Continuar agitando en frio durante dos horas y se deja
toda la noche en refrigeracibn.

h} Colocar la gama globulina. en solucifn dentro de 14 co-
fumna de Sephadex G-25,

i} Se 2bre la ilave de la columna hasta que penetre la o
lucién al gel, Se cierra la llave nuevamente.

i) Agregar suficiente solucidn salina amortiguadera a la-
columna, se abre la Ylave hasta que salga la proteina conjuga-
da. El isotiocianato no conjugado permanecerd en el tope de-
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1a columna,

k) Medir el volumen de ta gama globulina marcada y agre -
gar 0,01 m! de merthiolate (es un conservador) al 1% por m! de
solucibn. Repartir en frascos pequedes y conservar en refri-
geracidn a 4°G.,

¥ili. Téenica serolGgica de {nmunofiuorescencia fndirecta.

Estd técnica se utiliza para la identificacibn y localiza
citn de antigenos toxoplésmicas con anticuerpos especificos --
conjugados con los compuestos fluorescentes (isotiocianato de-
fluorescefna, naranja de acridina, auramina o amarillo de acr}
dina), que al afadirios a las células o a lo$ tejidos se fija~
a los antigenos formando un compliejc inmunitario estable gue ~
emite una lwz verde brillante en la periferia del pardsite --
cuando es positivo y rojo cuando es negativo.

Las etapas tavolucradas en la inmunofluyorescencia incly -
yes: la preparacidn del antisuvero inmunizante o de gama globu-
lina purifijcada, conjugaciodn con &l colorante fluorescentes y -
Finalmente el procedimiento de tincibn {Munday et al., 1979).

Dicha técnica se llevé a cabo ep el laboratorio de Parast
tologfa del Instituto MNacional de Biagndstico Epidemioldgico.
"pr, Manuel Martinez Baez" de la Secretarfa dea Salud,
Pracedimjento de la técpica

Consta de dos partes:

A) Técnica para la preparaci6n y fijacio6n del antigeno de
Toxnplasma gondii.

(Fig. &)
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{. Obtencibn del exudado peritoneal de un ratén infectado
72 horas antes con Toxoplasma gondif.

2. Pel exudado obtenido se coloca una pegueda golas PN un-
portaobjetos dejande secar para proceder a tedir con el colo--
rante Wright. Observando en microscoplo con objetivo de in--
mersidn y de esta manera evaluar la calidad del exudado obtenj
do, teniendo en cuenta que el minimo aceptado e5 de 40 toxo --
plasmas por campo para que sea 0tjl como antigeno,

3. Es importante observar la cantidad de células y restos
celulares contenidos en el exudado, si{ hay upa gran cantidad -
se procede a destruirias mediante el paso del exudado con 2 m]
de solucién saling {isotbnica pH 7.0 a 7.2) por una aguja cali
bre 27 repitiendo la operacién de 10 alS veces, Se centrifu-
ga el exudado a 2500 rpm durante 20 minutos, Se elimina el -
sobrenadante y se rehidrata el sedimento con solucién salina.
Se procede a tedir el exudado como el paso niGmero 2 para eva -
luar el grade de limpieza del mismo.

4, Si el exudado estd limpio de células y restos celula--
res se procede al montaje y fijaclébn,

5. Se preparan los portacbjetos haciendole pozos con 14--
piz de punta de diamante para el depésito de exudado.

6. En cada pczo se coloca una pequeda gota, lo suficiente
para cubrirlo.

7. Se deja secar al ambiente,

8. La fijacitn se realjza mediante la inmersi6n del porta
objetos {con el ant{geno ya seco) en acetona durante 5 minutos.

w

. Una vez seco se almacena y se guarda en congelacion -~
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hasta su uso. El antfgeno dura en congelacifn hasta & meses.

B8} Montaje de la prueba de inmunofluorescencia indirecta-
para la deteccifin de anticuerpos contra Toxoplasma gondif.

(Fig., 7}

Colocar tLubos de ensaye para hacer 11 diluciones de cada-
suero problema, en el primer tubo poner 300 mcl de PBS con pH-
de 7.6 y en los demds tubos colocar 150 mcl de PBS. Al pri--
mer tubo agregar 20 mcl del suero problema homogenecizar, tomar
150 mcl del primer tubo y pasarlos al segundo tubo, homogenei-
zar y tomar 150 mcl del segundo tubo y pasarios al tercers has
ta llegar a la dituciédn 1:8192.

Colocar una gota de cade dilucibn en cada uno de los pe--
nozos del portaobjetos.

incubar 4 37°C durante 30 minutos dentro de una cdmara hg
meda.,

Enjuagar a chorro con PBS.

Meterlo en PBS durante 5 minutos.

Secar con papel flltra & presibn {no tallarlaos)

Agregar una gota de azul de Evans mas conjugado mas PBS.

Colocar en ¢é&mara hGmeda e inctubar 30 minutos a 379C,

Enjuagar a chorro con PBS.

Meterle en PBS durante 5 minutos.

Secar con papel filtro a presi6n {(no tallarlos).

Se coioca una gota de glicerina y se cubren los pozos con

un cubreobjetos.

Se procede a la lectura en el microscopio de inmunofluore

scencia.
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RESULTADOS

El montaje de la técnica de inmunofluorescencia indi =
recta (IF1), segln los pasos ya descritos en el capitulo de
material y métodos del presente trabasjo, se realjzé en ol -
laboratorio de parasitologfa del lInstitulo Hacional de Biag
néstico Epidemiolbgico "Or. Manuel Martinez Baez" de la Se-
cretarfa de Salud, Existl6 poca disponibilidad de mate --
rial y substancias para la elaboraci6n del coenjugade, ya -
que en Su mayerfa son productos de importacibn y de alrto -
costo, otro punto importante de mencionar aqui es el gran
tiempo invertido (tres meses) para la obtenci6dn de todos -
fos reactivos para tlevar a caho la técnica de IF1L.

Esta Gltima sin embargo, ya con todos los elementos ne
cesarios (sueroc problema, antfigeno y conjugado), se desarrg
110 sin contratiempos.

La presencia de anticuerpos contra Joxoplasma gondii -
fue detectada en 94 ovinos de 165 muestreados en 5 explote-
ciones del Estado de México {(Cuadro 2), l¢ que representa
un 56.9%, Los tftulos se detectarcn entre las diluciones-
1:8 y 1:8192, encontréndose que el 41.5% o sea 39 animales
estan entre las diluciones 1:8 y 1:16. £l titulo mis alto
fue observado en dos borregas en la dilucibn 1:8192.

En el cuadro 3 se obseeva que entre 1as primeras cua--
tro explotaciones ovinas muestreadas (Santa £lena, La Palma,
Las Margaritas y £] Retodo), existi® poca diferencia ya que
se encontrd alrededor del 50% de reactores a la presaencia-
de anticuerpos contra T, gondil. En e} quinto rancho "Bl
Sacrificio” presentd el 25% de animales gue reaccionaron po
sitivamente a 1¥1.

En cuanto & los titulos de anticuerpos contra T. gondii

54



de acuerdo a la edad considerads estd en base a lo denticidn
del ovino, fuecrop muestreados snimales desde menores de un
afo hasts mayores de ¢uatro ofios, observando que el mayor -
porcentaje de animales a los que se fesa derect6 aigGn tily
1o do anticuerpos contra T, gondil se encontr6 entre tus de
tres y mayores de cualro anos de edad, que presentan u n -
60.0%. £l menor porcentdje se observd eatre las borregas
menores de uno o dos afes de edad significando el 39.3% de-
tos animales evaluados (Cuadre 2).

gas que presentaren problemas reproductivos se muestirsn en
el cuadro 4. Sc observa que los dus animales con ¢l mayor
titylo de anticuerpos (1:8142) correspondié & wna borrega

que abortdé y a otra que parid un cordero d6bil que murid -

dentro de los tre a primeros dfas post-nacimiento. tLas -
otras ovejas con problemas reproductives yi sea aborto o ng
cimiento do cordero débil, tuvieron LJLUlos que variaroun de
1:8 3 1:5¢%2. Es importante hacer notar que §1as barregas -
anotadas en el mismo cuadro 4 que parieron aparentemente -
aormal mostraren titulos de 1:8 a 1:128 en 50% de los casoes
y de 1:256 a 3:2048 on el 27%.
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CUADRO 2 RESULIADDS:

Presencia de anticuerpos contra laxoplaswa gondii por wedio de

1f1 en cinco rcbafos ovinos del [itado de Késica.

#“'&'Q-“‘, NEGATIVOS POSITIVOS T 11U Lo D € A KT 3 CUOUERPOS
CR IS
Q‘ i \\@ 1:8 1110 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 z204B }1:4096 11:8192
< o ) x jw |l i
& Nz (N0 T Wl x a0 Ix |NO | % INO % e jx (W0 (% MO} X MO L IO 7%
1 29 17 S8.6 § 17 pe1.3) 3125 313 el 2116 |- . v - 2 [V6 §1 84 [V fBAF- )~ -1 - - -
1 3 21 6.6 §12 {03 4 N2 16 ? 0w §- j= 1 [84 § - - |2 wl1 [Baj-f -t -1~ (-~ -
IR
2 17 & 23,9 113 |16} 4 (307 2 Fuss | - - - - Pl )2 el 122 EE I S I B e I O
3 24 n 58 {13 (W213 123 - - 110y RN T U A I O Y O B B 4 -t-1 -1 - -1 - -
4 30 B 2.6 127 7.4 (Y% {91 1 {4.5 30136 12 19.1 1 JaS [ A 1B -} - - -~ 1]a5)F - - 1 6.5
L] 1 10 n2 22 |\ fapns e |2r.1 1 [6S 72 (9.1 1 {es ] LR3 1 4.5 1 65 |- - - ~ - -
165

101AL 100% n 43 94 {969 2% | A6 j16 |14.9 9496 |5 [y t& [8.9 110 (106 [ 10 {106 {3 133} 1 1} - - 1?2 (21




CUADRD 3.

Yitulos de anticuerpos contra foexoplaswa gondii en 5 explotaciones ovinas
del ectado de México. {técnica de insuncfluprescencia indirecta).
P o & & LA S SR T T TOTALES
*61 ‘,Qq. ‘\\* ‘1\\\
s“ > & <& VAL 16 10327) 0:6k | vo128 1:256 [1:542] 1w JEans] ue] 1ag - - -
PALNA 22 1 1% 370%] %% 1-6.61) 1-5.6% - 30t - 16,62 § 1-6,6X; - ] 1-6.8%) 15 - 15.9%
28~ 9-
STA, ELENA 125 5% 10
01 12.8T [ 8-11%F 1A% ) 5T.0% ] 52,12 10-06% ) 1.10e) - - P 1-LA%) 70 - Th.A%
KARGARITAS 9 & 5 - 120% - 1-70%) 1-20%} 2-A02 - - - - - EICI- PR Y S
RET0R0 5 7 3 - - - - 2-66xf - - f1ln) - - - 3- 3.6z
— -
SACRIFICIO L} 3 1
wozi - - - - - - - - - - o~ 1.06%
9% - 100%
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GUADRD &, 7 Titulo de Anticuerpos contra Toxoplaswa pondii en

borregas que presentarcn problemas reproductivos.,

COROERD

TiTuLe ABORTO ¢ WOLRIO 2 PARTO WORAAL 3 ToTaL
1:8 - 3 29 32
1:16 - 6 8 14
1:37 - 3 & 9
1164 - 1 [ H
1:128 ? - 6 [
1:256 - F 6 10
1:512 - 2 8 10
1:1024 - - 3 3
1:2048 - - 1 t
1:4095 - - P -
1:8192 1 1 ’ - F
TOTAL D

I - TELRICK DT IRRUNOFLUQRESCENCIA INDIRECTA

2 - BORREGAS QUE PARILRON CORDERGS VIVOS Y NURIERON EN LOS TRES
PRINLCROS DIAS DEf YIDA

3. BORREGAS QUE PARIFROHW COHDEROS YLVOS ¥ QUE St DESTETARONR
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DISCUSION

La toxoplasmosis s una enfermedad parasitaria muy im-
portante para la ovinocullurs mundial por los efectos adver
s0% que ttene, basicamente, por las perdidas reproductivas-
que ocasiona {Alba e al., 1981; Dubey et al., 1984). En
México sia emhargo, la informacifn que se posec de ese pro-
tozoario es muy escasa, limitandose casi exclusivamente & -
das trabajos de seroprevalencia (Buendfaet al., 1988: Cruz
et at., 1989).

El presente trabajo se abocS en primer lugar, al monta
Je de la técnica de inmunofluorescencia indirecta {IF!} pa-
ra la deteccidn de anticuerpos contra Joxoplasma gondii en
ovinos siendo esta de mucha utilidad. confiable y que ha --
sido utilizada en muchos trabajos ovinos {Munday, 1979; Gu-
bey et al., 1980; Dubey, 1981). Ademds la técnica de IF]
es altamente especifica y sencibie (Kellen et al., 1962; --
Munday, 1974).

Otra finalidad del trabajo fue conccer Jos tftules de-
anticuerpos contra T. gondii (Cuadro 2}, encontrando que de
165 sueros de ovino del estado de México 34 (56.9%) reaccig
naron a la t&écnica de IFI, esto coincide con otros pafses --
{Cuadro 5) donde mencionan que alrededor del 50% de anima--
les tienen respuesta inmune contra T. gondii y consideran a
la toxoptasmoesis come la causa mAs comln de aborto infeccio
so y perdida neonatal ovina {Dubey et 3l.,1984).

Oe acuerdo al trabajo realizado por Harold (1987}, a -
partir de la dilucibn 1:16 2l animal debe considerarse como
reactor pesitivo. En este trabajo se encontrd que aunque-
94 suveros reaccionaron & la técnica de 1fl entre los t{tu--
tos de 1:8 a 1:8192 solo se considera como positivo [ 1:16)
El 57.74.
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En el cuadro 2 se observa gue el mayor porcentaje en -
cuanto al titule de anticuerpos se encontré en borregas de
tres ‘a mayores de cuatro afos de edad, estos resubiados com
parados con los de otros autores {Oleweti, 1983; Medeiros, -
1985), indican que la prevalencia de anticuerpes Liene rela
cion con la edad de los animales o sea a mayor edad mis cle
vados se encontraron los titulos de anticuerpos, ©sto pucde
deberse a 1a acumulacién de anticuerpos, a exposiciones cop
tinuas de las ovejas a up ambiente contaminade con los --
ooguistes, © por transmisibn de la infeccidén por contacto y
cuando se da una mezcla de borregos infectados con animales
susceptibles (Blewett y Watson, 1983).

En cyuanto al titulo de anticuerpos contra T. qondii en
borregas que presentaron problemas reproductivos se encon--
traron que éstas los posefan en las diiucicones 1:128, 1:250
1:512, 4:8192 (cuadro 4), los dos titulos mis altos detecty
dos en este trabajo {1:8192) correspendieron a dos borreqgas
de las cuales, una abort6 y la otra parib un cordero débil
que murié a les tres dfas de nacido, Lo anterioy indica -
que esas ovejas posiblemente presentaron una infeccitn aciy
va o estan en la fase aquda de la enfermedad (Alba, 1981),
Aunque jos tftulos sean altos no necesariamente las borre--
gas tienden a presentar problemas reproductivos, esto es de
bido a que la infeccib6n puede afectsar a diferentes etapas -
de la gestacibn. Cuando 1a infeccibn se presenta durante-
1os dos primeros meses de la prener puede ocasionar muerte
y reabsorcidén embrionaria, 51 las ovejas se infectanp du--
rante los dos y cuatro meses de gestacifn puede causar muer
te fetal con aborto ¢ retencibn y piometra con memificacion
del producto, Los corderos gue nacen vivos mueren a los -
pocos dfas y si sobreviven padecen un retraso en su desarro
110 general {Alba et al,, 19810, tas borregas que presen-
taron parto normal reaccionaron a la técnica de IFl entre -
tas dijuciones 1:8 y 1:2048, quizd mostrando una toxoplasmo
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sis crdnica, esto pudo ser conSecuencia de una infeccién en
el Gltimo tercio de la gestacidn por lo que usualmente tie-
nen corderos normales aunque pueden tener infeccibn congéni
ta (Alba et al.., 198f; Blewett et al., 1983), o bien a que-
padecian un cuadro subclinico crénico de la enfermedad.
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CUADRD 5. Parcentaje de Toxoplasea gondii en ovinos dilqnusll:aaas en

algurnos lugarcas del munde,

LUGAR BURERO POSITIVD X ABTOR
WUEYA YORX 6% 41,0 FELDuAN {1956)
(C.U.4,)
TURQUIA 174 51.0 VEILAND (1970)
fteirto 234 7.4 NARONPOT. (1972)
SUR DE ONTARIO 2399 63.1 TIZARD Y QUINN
{CANADA) {1872)
SUR DE ONTARIO 17 52.9 TIZARD Y quinm
(CANADA) (1972)

TUENTE: MUKXDAY (1978) Y suatY (1980)
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Costo para el nontaje de 1a técnica de insunoflucrescencia indirecta.’

1) CLABORACION DEL COMJUGADO LN CL LABORATORIC
REACTIVOS DE 1NPORTACION;

A) crLuLosa - COSTO DE 5 g 159.300, 00

SE USARON 100 g 3'186,000.00
B) SCPHADEX COSIO BE 10 ¢ 92.700.00
ST USARON 100g 648,900,00
C) ISOTIOCIAHATO DE FLUGRESCEINA €0S10 DE 250 ml 157.200.00
SE USARON 4.5 ] 21.69).00

¥0TA: L5705 TRES PRODUCIOS DEBEN SOLICITARSE CON UN KES DL ANTICIPACION.
_ OTROS REACTIVOS HECHOS EN CL PAIS COST0 APROXIMADO 850.000.00
INFHACSTRUCTURA HUMANA Y DE LABORATORLO (45 DIAS) 11000.000.00

ToTAL =~ $1242,100,00 + IVA

COSTD OEL COMJUGADD OBTEMIDO PARA LA TECKICA 3992,100,00/24% »1
DT COMJUGADD

SE OCUPARGN 2 wl DE CONJUGADO 39.368.00/165
ANTHALES

COSI0 POR ANINAL 24,.196.50 « IVA

COSTO DEL COMJUGADD COMERCIAL POR 2 wi i 713.006.00/163
ARIMALES

£OST0 POR ANINAL . 4132120 + IVA
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CONCLUSIONES

La técnica de inmunofluorescencia indirecte para la de-
teccién de anticuerpos cantra Toxoplasma gondii, es altamen-
te especifica y sencilla si se emplean conjugartos comercia--
les ya que su obtencidn es laborinsa y costosa. también es-
necesario implementar con un método directo parg dar un diag
nbstico definitivo de la cafermedad,

La prasencia de toxoplasmosis es importante en el Esta-
do de México ya que mds del 50% de les ovinos presentaron an
ticuerpos coantra 1. gondii, considerandose el 57.7% comg po-
sitivos por tener titulos entre 1:16 a 1:8192.

$e encontré que el titulo sercldgico tiende a aumentar-
segin Ja edad de Jos animales, e5t0 posiblemente se deba a-~
la acumulacibdn de anticuerpos a continuas reinfecciones no-
significando que wna tasa de anticuerpos baje permita elimi-
nar el diagndstico de enfermedad, ya que pueden estar cursan
do 1a infeccidgn ¢ salienda de elia.

Las hembras que presentaron problemas reproductives tig
nen altos Litulos de anticuerpos por lo gue se recomienda et
estudio de otras enfermedades qgue produzcan aborto y st efeg
tivamente Joxoplasma es la causante de estos prablemas.

Se debe contigpuar con el diagnb6stico de Toxogplasma a --
corderos recieén nacidos de borregas que reaccionaron a [F] y
que presentaron parto normal.

Es necesario profundizar en el estudio de la relacidn e
xistente entre la Yoxoplasmosis, con el tipo de expiotacién,
alimentaci6n y presencia do hospedadores difinitives e inter
magiarios.
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