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RESUMEN

CORDERC TAPIA, AMAURY. Diagndstico de la toxoplasmosis por
medio de 1la técnica de inmunoperoxidasa (avidina-biotina-
peroxidasa), (bajo la direccién de: MVZ. Rafael F.Colin Flores
Yy MVZ. Enrique M. Aburto Fernandez).

Se revisaron 16029 casos del archivo de diagnéstico del
Departamento de Patologia de la F.M.V.Z. de la U.N.A.M. en el
periodo comprendido de enero de 1980 a diciembre de 19%0. Del
total de 1los casos revisados se encontraron 10 con
diagnéstico de toxoplasmosis (0.062%); Asi mismo, en las
secciones histoldégicas de estos casos se practicé la técnica
de inmunohistoquimica del complejo avidina-biotina-peroxidasa
utilizando anticuerpos monoespecificos en contra de
Toxoplasma gondii, Neospora caninum y Hammondia hammondi.La
reaccién fue positiva en 9 casos a Toxoplasma gondii y un
caso positivo para Neospora caninum. Este estudio constituye
el primero de su tipo en México y a su vez representa el

primer informe de infeccién por Neospora caninum en el pais.



DIAGNOSTICO DE LA TOXOPLASMOSIS POR MEDIO DE LA
TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA (AVIDINA-BIOTINA-~PEROXIDASA)

INTRODUCCTION

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucién mundial.
Los felinos domésticos y silvestres son los huéspedes
definitivos,siendo los mamiferos y 1las aves actuan como
huéspedes intermediarios. E1 agente etioldégico es
Toxoplasma gondii que es un esporozoario del grupo de los

coccideos, intracelular obligado. (2,28,41,47)

Existen diferentes presentaciones como son, la congénita;
con transmisidn vertical de la madre al producto. Adquirida;
este tipo de infeccidn se establece por diversos factores
tales como: el consumo de carne mal cocida, en 1la que se
pueden encontrar los quistes de este protozoario, ya que se
ha comprobado la existencia de estos en diversos animales
destinados para consumo humano, en donde los caprinos y
ovinos, son los mas afectados. Asi mismo el consumo de
verduras contaminadas tambien con fases de ooguiste del

parasito. (9,10,14,20,26,29,37,52)

otra forma de transmisién es la producida por los injertos

y/o transfusiones sanguineas de individuos con
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toxoplasmosis a pacientes sanos. Asi como la transmisioén del
gato por medio de sus heces, que pueden contaminar el

agua o el piso por tiempos prolongados. (9,25,26,58)

Tiene una amplia distribucién geografica,tanto en climas
frios, templados y tropicales. Su prevalencia es muy variada
tanto entre los animales domésticos y silvestres, como en los
humanos, y depende mucho de 1la época del afioc , 1la
distribucién geografica, asi como el tipo de poblacién donde
se realiza el estudio, sin embargo su rango oscila entre un
12% - 63% (7,8,11,12,17,18,25,31,37,52,57) - Existe un mayor
indice de frecuencia conforme avanza la edad, y cuando se
presentan alteraciones inmunologicas, que pueden facilitar la

conversioén de 1la fase subclinica a la clinica de esta

enfermedad. (9,14,29,30,52,53,58)

De lo anterior es importante resaltar las dimensiones de

la infeccidén en cuanto a su distribucién , en donde sobresale

el estado latente de 1la enfermedad, que con 1o
diverso de su signologia (encefalica, ocular,
respiratoria, digestiva, reproductiva, etc.), ¥y lo

inespecifico de las lesiones , puede pasar desapercibida como
enfermedad primaria, asociada u oportunista
(18,24,29,30,46,48,52,53,55,58)» Ya gque puede ‘ser mas

potente cuando se acompafa de Lupus eritematoso, o bien
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potencializar otras enfermedades como la leishmaniasis
cutanea para lo cual aun no se conoce el mecanismo de accién.

(1,25)

A esto se agrega los agentes etiocldégicos que tienen
similitud en cuanto a lesicnes histoldgicas y/o
comportamiento clinico con la toxoplasmosis como pueden ser:
Besnotia sp,Isospora sp,Sarcocystis sp, Frankelia sp,
Leishmania sp, Histoplasma sp, Hammondia sp y Neospora
caninum, en donde ademas existe una estrecha semejanza

morfologica del Toxoplasma gondii con los dos ultimos

agentes. (4,9,16,17,18,19,23,27)

los criterios de los especialistas para llevar a cabo un
diagnéstico definitivo son variables, para lo cual se han
utilizado técnicas como 1los estudios seroldégicos a partir
de muestras pareadas por algunos meses, .en las cuales se
realiza la titulacion de anticuerpos para determinar la
existencia de 1la enfermedad (8,14,26,28,29,49,50,53,55,565-
Por lo que se refiere a las formas rutinarias de
diagnéstico de un laboratorio comin, aconsejan gue por
lo antes descrito, no se deben tomar los hallazgos
histolégicos como base unica para el diagnéstico, aun
con 1las variedades de técnicas de tincidn que se utilizan
para poner de manifiesto al Toxoplasma gondii (Giemsa,

tinciones de plata, PAS, Gimenez, etec.) (9,10,17,45)r 8ino
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conjuntarlas a las técnicas de serologia ( ELISA,
hemoaglutinacién, inmunofluorescencia directa e indirecta ).
Sin embargo, aun asi existen problemas para su evaluacidn
(18,24,25,27,29,39,48,49,52,53) - De tal forma gque 1las
alternativas gque quedan para un diagnéstico certero y
répido,son las técnicas de microscopia electrdnica y de
inmunoperoxidasa, que proporcionan una alta especificidad y
caracteristicas diferenciales del organismo en estudio, de
las cuales tambien se sugiere la realizacidén simultanea.

(17,20,23,30,45,46,58)

TECNICAS DE INMUNOPEROXIDASA

Es en 1966 cuando Avraemas y Uriel, tanto como Nakane
y Pierce introdujeron la forma de diagnéstico por medio de
ios anticuerpos con enzimas con capacidad de unirse a
antigenos en un tejido y cambiar de color. La enzima que
mejores resultados a dado es 1la peroxidasa. (40)

Las técnicas de inmunoperoxidasa (IP), son un grupo de
procesos inmuno-enzimaticos que ponen de manifiesto diversas
sustancias (antigenos), que se basan en la reaccién de un
anticuerpo especifico contra su correspondiente antigeno.
Pueden manejarse uno o varios anticuerpos dependiendo del
método a utilizar. La enzima activa de peroxidasa es

utilizada en presencia de una peroxidasa hidrogenada y un

cromég . El cromé mas usado es la diaminobenzidina

que cuando el resultado es positivo (+) se forma un precipi-
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tado de color café en el sitio de unién antigeno-anticuerpo.

(40,44)

Sternberger Y Mason en 1969 introducen el
método enzima-inmunoglobulina. En 19870 se modifica con
el desarrollo de la técnica del anticuerpo no

marcadc peroxidasa~antiperoxidasa. Esta ultima junto con 1la
técnica del complejo Avidina-biotina-peroxidasa, son las mas

comunmente empleadas. (44)

Cualquier sustancia antigénica para el organismo en
estudio, en teoria es demostrable por medio de esta técnica
Y es impresionante por el numero de anticuerpos gque estan a
disposicién, pero no deben ser sobreinterpretados los
resultados en un tejido especifico.Algunas de las
aplicaciones en la medicina veterinaria son: determinar 1la
estirpe histolégica de tumores anaplasicos, clasificar y
tipificar células,identificar virus, bacterias, parasitos,
etc. , que pueden ser con el empleo simultineo de microscopia

electronica (inmunomicroscopia electrénica). ( 40,44,51)

HIPOTESIS: La técnica de inmunoperoxidasa(avidina-biotina-
peroxidasa) serd mas sensible y especifica gue las técnicas
habituales de histopatologia (Hematoxilina-eosina, GIEMSA,

etc..) para la identificacién de Toxoplasma gondii en tejidos
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y asi mismo permitird la diferenciacién entre este ultimo y

otros microorganismos morfolégicamente similares.

OBJETIVO:Determinaxr la presencia de Toxoplasma gondii en
tejidos mediante 1la prueba de inmunoperoxidasa{avidina-

biotina-peroxidasa).



MATERIAL b 4 METODOS

Se revisaron 16029 casos para diagnéstico pos mortem
remitidos al departamento de Patologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de 1la Universidaa
Nacional Auténoma de México, de 1980 a 1990. Se
seleccionaron los casos con diagnostico de toxoplasmosis
cuyos tejidos fueron fijados con formalina amortiguada al 10%
{ph 7.4), para la obtencién de cortes de 4 micras de espesor
que posteriormente fueron desparafinadas y procesados con la
técnica de inmunoperoxidasa (avidina-biotina-peroxidasa).Esta
técnica consiste ‘en poner de manifiesto los antigenos de
Toxoplasma gondii mediante el contacto con un anticuerpo
aspecifico. Ila reaccidén positiva ocurrid cuando en el
sitio de unidén antigeno-anticuerpoc se formé precipitado color
cafe ocre. Se utilizara un control positivoe (tejide con
Toxoplasma gondii, previamente identificado), y un control
negativo de tejido normal procesado con esta técnica. El
proceso de la técnica avidina-biotina-peroxidasa esta
descrito detalladamente por Nadji. (40,44,51)

Tratamiento estadistico: se utilizo la prueba de X2 para
determinar asociacién con las variables sexo, edad, raza y

especie.



RESULTADOS

Se revisaron 16029 casos de archivo del Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la U.N.A.M., durante el periodo comprendido de enero de
1980 a diciembre de 1990.

De)l total de casos revisados se encontraron 10 con
diagnostico de toxoplasmosis (0.062 %), cuyos hallazgos
morfologicos se resumen en los cuadros 2 y 3 .

Asl mismo en las secciones histolégicas de estos casos se
observaron estructuras quisticas basofilas de tamafio variable
que con las técnicas de Hematoxilina-eosina, Giemsa y Ziehl-
Nielsen , fueron consideradas compatibles con Toxoplasma
gondii.

De los 10 casos (100%), 6 fueron hembras (60 %)}, y 4
fueron machos (40 %). con las siguientes especies afectadas;
4 perros (40 %), 3 felinos (30 %), 1 cabra (10 %) y dos
canguros (20 %).(CUADRO 1)

A estos casos se les practicéd la técnica de del complejo
avidina-biotina-peroxidasa para Toxoplasma gondii, Neospora
caninum y Hammondia Hammopdi, la reaccidén fué positiva en 9
casos *~ para Toxoplasma gondii, de los cuales 3 fueron perros
(30 %), 3 felinos (30 %), 1 cabra (10 %) y 2 canguros (20 %).
El canino faltante (11.1 %), resulto positivo a 1la

inmunorreaccién para Neospora caninum., (CUADRO 4)
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DISCUSION

Las infecciones por Toxoplasma gondii son frecuentemente
agintomaticas en indiv‘iduos inmunologicamente saludables,
pero la enfermedad puede ser grave o mortal en sujetos
inmunodeprimidos (3,¢,26,29,30,33,55,56) -ES un protozoario de
los felidos, que tiene como huespedes intermediarios a los
animales de sangre caliente, incluyendo mamiferos y aves,
tanto domésticos como silvestres.(g,ig,21,25,26,36,52)

De los 16029 casoes remitidos en el Departamento de
Patologia de la F.M.V.Z. de la U.N.A.M., en el periodo
comprendido de enero de 1980 a diciembre de 1990, 9 (0.056
%) fueron positivos por inmuno peroxidasa a Toxoplasma
gondii, esta frecuencia esta por debajo de otras descritas en
diferentes estudios, que fluctuan en un 12-63 § ,pero
diagnosticados por diferentes métodos
(2,3,8,13,15,35,42,43,54) - No se encontro relacién
estadisticamente significativa P>(0.05) de especie, raza,
sexo , ni algun tipo de asociacién con relacién a la epoca
del afo, pero si ct;m lo que respecta a edad (viejos) y

problemas inmunoldégicos, lo que concuerda con los estudios
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realizados a nivel internacional Yy nacional
(3,5,6,9,15,42,54) -Las causas de estas variaciones no se
conocen. Sin embargo, las condiciones ambientales pueden
determinar la distribucion natural de la toxoplasmosis, ya
que se a ébservado que ‘es mas frecuente en climas calidos y
himedos que en los que son frios y secos, esto se debe
probablemente a las condiciones que favorecen la esporulacion
y 1a sobrevivencia de ocoquistes en el medio.
(2,6,15,42,54,58)

De los 9 casos positives por inmunoperoxidasa a Toxoplasma
gondii, 3 (33.3 %) fueron perros , en esta especie la edad y
las infecciones coexistentes facilitan la presentacién de la
enfermedad, y con frecuencia hay asociacién con infeccidn
por la enfermedad de Carré, la 1itera.tura menciona que del
40-59 % de los casos de toxoplasmosis en perros esta
asociado a la infeccién por este virus, ya gque produce
inmunodepresion y no es raro que el toxoplasma en infeccién
latente aproveche las condicicones para, causar dafo tisular y
empeorar el cuadro clinico. (2,15,18)

En los felinos se encontraron 3 casos (33.3 %).La
frecuencia de toxoplasmosis aumenta en esta especie con
relacién a la edad y estado inmunoldgico del individuo , lo
cual esta asociado con la infeccidn por el virus de la
inmunodeficiencia felina y el de la leucemia felina que son

agentes que causan inmunodepresién ya que los gatos son
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portadores sanos del Toxoplasma gondii que es un agente
oportunista (3,15,33,36,52)- Sin embarge, si los felinos no
estan afectados con estos virus la toxoplasmosis clinica es
rara , empero la causa exacta no se conoce. El porcentaje de
casos de la toxoplasmosis en felinos coincide con lo descrito
en la literatura. (2¢,29,35,36,41)

En las cabras los rangos de infeccién son de 0-100 %,
siendo la presentacién de abortos lo mas frecuente en esta
especie. En el caso encontrado en este estudio (11.1 %), no
se observé relacién con abortos.(2,10,13,15,22,38)

En el caso de los 2 canguros (22.2 %), aencontrados
positivos por inmunoperoxidasa para Toxoplasma gondii, era de
esperarse, ya que los marsupiales son altamente susceptibles
a la infeccidén, aunque no se tienen datos epizootiolégicos
para determinar el origen de la misma
(7,8,17,18,21,31,32,34) -

En lo que respecta al unico caso que resultd positive por
Inmunoperoxidasa a Neospora caninum, ya se tenian informes
del parasito , sin embargo no se habia determinado 1la
presencia del mismo en México, cuadre 4. (4,15,16,19,23)

como se mencioné anteriormente,Neospora caninum es uno de
los principales diagnésticos diferenciales para Toxoplasma
gondii ya que comparten muchas similitudes morfolégicas en
cuanto al agente por si mismo y la reaccién tisular que

desencadenan en el huesped, por lo tanto se pueden confundir
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con facilidad si el diagnéstico se limita a las técnicas
rutinarias de histopatologia. S5in embargo, esto no ocurre con
la técnica de inmunoperoxidasa ya que se trata de dos agentes
inmunolégicamente distintos y esta ultima demostré ser
eficiente para el . diagnéstico de ambos agentes.
(4,15,16,18,19,23)

De lo anterior se desprende que es importante realizar mas
estudios de este tipo con el fin de hacer diagnésticos
confiables que permitan establecer estrategias destinadas a
la prevencién y control de una enfermedad causada por un
agente capaz de infectar a una gran variedad de especies
domésticas, silvestres y maritimas, de amplia distribucién
natural y por ende una zoconosis de gran importancia para la
salud publica. (2,3,5,6,9,35,42,43,54)

Este estudio constituye el primero de su tipo en México y
a su vez representa el primer informe de infeccién por

Neospora caninum en el pais.
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CUADRO No. i
DISTRIBUCION DE CASOS Y CARACTERISTICAS POR ESPECIE

":;SgE ESPECIE RAZA SEXO EDAD
Hug-1178 ’ CANING GHAN DANES MACHD 3.9 MESES
H8)-1028 CANEND MALIES HEWBHA 2.5 MESES
H85-670 CaNING CRIOLLO KENBRA 1.5 MESES
H83-971 CANING FRENCH POADLE MACID » 2.0 MESES
H35-783 FELING D:::i:igo HENGIA 1.@ ana

bone
Hg6-124 FELING D(E]:':.;:[l?.'u HEmERA 4.@ ANOS
HH-42% FELIKQ LEQGN AFRICAND NACKD 3.8 MESES
HRA-47 CARRING CRigLLO HENBRA 6.8 NESES
Heg-17 RAASUPLAL CANGURE AGJO {IENBRA 1.9 ANOS
H39-49 RARSUFTAL CANGURD ROJO MACHO 1.9 ANOS
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CUADRO No. 4
DISTRIBUCION POR ESPECLE E INTENSIDAD DE
INMUNORREACCION EN CONTRA DE Toxoplasma gondii

Y Neospora caninum
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