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RESUMEN

El presente estudio es el primero en registrar la busqueda de anticuerpos en suero contra helmintos
tisulares y bacterias en coaties (Nasua narica) y mapaches (Procyon lotor) de México. Ambas
poblaciones estan semi cautivas en el Parque Museo “La Venta”, en Villahermosa, Tabasco y se
evaluaron en el periodo comprendido del afio 2009 a 2011 (Verano e Invierno). El objetivo del
estudio fue evidenciar la presencia de potenciales agentes zoondéticos en la fauna estudiada que
puedan fungir como un factor de riesgo para la poblacion humana local utilizando la busqueda de
anticuerpos contra bacterias, nematodos, trematodos y cestodos. Con el fin de obtener los antigenos
para el inmunodiagnostico de las familias de helmintos que posiblemente pudieran parasitar los
procidnidos se usaron como marcadores los antigenos de Ascaris suum, Fasciola hepatica, Taenia
crassiceps, Toxocara canis y Trichinella spiralis, la busqueda de anticuerpos se llevo a cabo
empleando un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e inmunoelectrotransferencia (IET).
Simultaneamente, se busco identificar la presencia de anticuerpos contra bacterias asociadas al
sindrome febril, usando como marcadores antigenos febriles que se usan para detectar anticuerpos
en suero contra Salmonella thypi, S. parathypi, Brucella y Rickettsia (reaccion cruzada con
Proteus OX-19), haciendo uso de la aglutinacion con reactivos comerciales. Se encontrd una
prevalencia del 20 % de sueros que reaccionaron contra el antigeno de Ascaris suum. En coaties, se
encontrd una frecuencia de positividad del 22.12% del total de sueros; por afio y muestreo (verano
e invierno), la frecuencia de positividad fue de 31.57% y 25.8% en 2009, 25.71% y 12% en
2010, 24.13% y 14.29% en 2011.

En mapaches, se encontr6 una frecuencia de positividad del 18.13% del total de sueros; por afio y
muestreo (verano e invierno), la frecuencia de positividad fue de 22.22% y 22.27% en 2009,
14.28% y 37.5% en 2010, 18.18% y 0% en 2011.

Ademas se encontrd una prevalencia del 3.4 % de sueros que reaccionaron contra el antigeno de
Trichinella spiralis. En coaties, se encontrd una frecuencia de positividad del 3.5% del total de
sueros; por afio y muestreo (verano e invierno), la frecuencia de positividad fue nula tanto en 2009
y 2010.Esto cambio en 2011 donde se encontrd positividad de 6.89% y 14.28%.

En mapaches, se encontr6 una frecuencia de positividad del 3.3% del total sueros; sin embargo por
afio y muestreo (verano e invierno), la frecuencia de positividad fue nula tanto en 2009 y 2010.
Esto cambio en 2011 donde se encontr6 positividad de 9.09% y 7.14%. En lo que se refiere a la
busqueda de aglutininas en suero no se encontraron titulos que aseveren contacto con bacterias
asociadas al cuadro febril. Debido al reciente incremento en las enfermedades emergentes
provenientes de animales silvestres, el estudio de las mismas y sus patdgenos cobra relevancia en

este estudio.



1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES SOBRE PARQUE “LA VENTA”

El Parque “La Venta” (figura 1) fue inaugurado el 4 de marzo de 1958. El parque estd ubicado
geograficamente a 18° N, 93° O, en la parte norte de la ciudad de Villahermosa, dentro del
Municipio del Centro, Tabasco. La altitud del sitio es de 10 metros sobre el nivel del mar. El
Parque “La Venta” colinda al norte con la Laguna de las llusiones, al sur con el boulevard Adolfo
Ruiz Cortinez, al oeste con el parque recreativo “Tomas Garrido Canabal” y al este con el Museo
de Historia Natural. El parque “La Venta” cubre una superficie de 6.8 hectéareas en este se recrea
un paisaje semejante al que se pensé podia haber existido en el lugar original donde se encontraba
la cultura Olmeca. Es asi que es posible ver la introduccién de muestras de flora 'y fauna propias
del territorio ocupado por esta cultura. Del total de hectareas, 4.3 estan cubiertas de bosque con
presencia de vegetacion secundaria e introducida con elementos de selva alta y mediana
subperennifolia (Fuentes, 2001). Cuenta con una zona forestada en donde se encuentran en
estado de semi cautiverio, monos aulladores (Alouatta palliata), ardillas (Sciurus aureogaster y S.
deppei), coaties (Nasua narica), mapaches (Procyon lotor) y un gran nimero de aves que visitan
o residen en el parque (Beauregard, 2000). El acceso que tiene esta fauna silvestre a las
instalaciones circundantes del Parque le permite tener contacto con animales domésticos, como
perros y gatos, con fauna nociva como roedores y también con los transelntes del lugar.
Actualmente el parque, protege, conserva, investiga, interpreta, difunde y exhibe el patrimonio
arqueoldgico de la cultura Olmeca descubierto en “La Venta”, Tabasco, asi como la flora, la

fauna y los elementos fisicos que lo contemplan, junto con toda la informacién que se les asocie,

para la educacién y el disfrute del pablico que lo visita (Beauregard, 2000).
S
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Figura 1. Parque “La Venta”.En la imagen izquierda se observa la entrada principal del parque, la imagen derecha muestra la
ubicacion que tiene el parque en la ciudad, la parte forestada pertenece al parque que a su vez colinda con la laguna de las ilusiones

(Tomadas de http://www.viajeros.com).

~1~
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1.2 GENERALIDADES SOBRE COATIES Y MAPACHES

Los procionidos (Procyonidae) son una familia de mamiferos del orden Carnivora, que incluye a
los mapaches y los coaties, entre otros. Se distribuyen en el continente Americano desde el sur
de Canada hasta el norte de Argentina, siendo representantes exclusivos del Nuevo Mundo. Son
animales que presentan estilos de vida arborea y movimientos rapidos de escabullimiento, de
medidas medianas a pequefias, con longitudes que van de 60 a 135 cm aproximadamente y
miembros pentadactilos. Son plantigrados a semiplantigrados, sus digitos estan separados a
diferentes grados y el tercero es mas grande que el resto, las garras generalmente no son
retractiles y su forma es curvada y corta (Hans et al., 2006).

COATI (Nasua narica)

El coati presenta un perfil largo y bajo (figura 2) generalmente se observa con la cabeza y la
cola larga vertical. El cuerpo es café oscuro, anaranjado rojizo o café amarillento, salpicado de
color crema sobre los hombros. Tiene manchas sobre la garganta, debajo de los ojos y la parte
inferior de las mejillas es blancuzca. Las mejillas son muy grandes. La trompa es mavil y
negruzca. La cola es delgada y del mismo color del cuerpo, con o sin bandas oscuras
indistinguibles. Los muslos y las patas son café oscuro o negruzcos. Las patas poseen garras
fuertes y largas (Hans et al., 2006).

Clasificacion taxonémica:
Reino: Animalia
Subreino: Eumatozoa.
Rama: Bilateria

Filo: Chordota

Subfilo: Vertebrata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Mammalia.
Subclase: Eutheria

Orden: Carnivora
Suborden: Caniformia
Superfamilia: Canoidea
Familia: Procyonidae

Género: Nasua

Especie: Nasua narica

Figura 2. Coati (Nasua narica.) El adulto (macho) mide de la cabeza al cuerpo de 41 a 67 cm. La cola tiene una longitud de 32 a 69
cm. Los adultos pesan de 3 a 6 Kilogramos. Generalmente los machos son més grandes que las hembras. Son principalmente diurnos,
retirdndose por la noche a los arboles, para iniciar su labor diaria de forrajeo desde la madrugada. Omnivoros, prefiriendo pequefios

vertebrados, y se alimentan también con frutos, carrofia, insectos y huevos (Tomada de http://www.minifauna.com).

DISTRIBUCION
El coati se encuentra distribuido exclusivamente en el continente americano, desde el norte de

Arizona en Estados Unidos, a través de México, América Central y del Sur (Wilson, 2005).
~ 2 ~
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HABITAT

Habitan en ambientes selvaticos o semi-selvaticos muy himedos y cercanos a cuerpos de agua o
rios. Son animales que evitan los espacios demasiado abiertos, como las llanuras, y prefieren
residir en lugares provistos de arboles y abundante vegetacién donde encuentran refugio (Wilson,
2005).

ACTIVIDAD Y COSTUMBRES

Pasan gran parte de su tiempo sobre los &rboles, pero muchas de sus actividades las realizan sobre
el suelo firme. En la tierra se desplazan con las cuatro patas y apoyan toda la planta de la pata. Se
mueven con rapidez y olfatean constantemente mientras mantiene la cola levantada (Wilson,
2005).

Entre las ramas, el coati se desplaza con soltura, pudiendo incluso galopar sobre ellas si el grosor
es considerable. La cola larga le sirve para mantener el equilibrio y si resbala la enrolla
rapidamente en algiin apoyo, evitando caer (Wilson, 2005).

No tienen la costumbre de almacenar comida, sino que aprovechan lo disponible, diversificando
la dieta cuando es necesario. Pueden obtener su alimento en los arboles pero mas cominmente lo
localizan en sus desplazamientos por tierra, mientras buscan entre el follaje (Hans et al., 2006).
Las hembras y juveniles de ambos sexos llevan vida social, agrupados en manadas de individuos
emparentados: una madre con sus hijos es la unidad basica del grupo y las restantes hembras son
hermanas o primas de la primera. Las bandas desarrollan sus actividades durante el dia; consisten
principalmente en la busqueda del alimento y siempre uno de los miembros cumple la funcién de
vigia que ante el menor peligro advierte a los demas, quienes se dividen en grupos y se
encaraman con rapidez en arboles de baja altura. Al llegar la noche, se refugian todos en lo alto
de los arboles donde constituyen sus dormideros (Hans et al., 2006).

Los machos adultos llevan, en cambio una vida solitaria y son de habitos crepusculares y

nocturnos (Samudio, 2008).

ALIMENTACION

El coati es omnivoro; consume alimentos de origen vegetal y animal en proporciones variables
segin la época del afio. Integran a su dieta frutos, insectos adultos y sus larvas, cangrejos,
caracoles y pequefos vertebrados (ranas, viboras, aves y mamiferos de reducidas dimensiones).
Se adaptan f4cilmente a la presencia humana y a menudo se los observa incursionando los

campamentos y saqueando los recipientes de basura (Wilson, 2005).



MAPACHE (Procyon lotor)

El aspecto del mapache es inconfundible debido a la presencia de una mascara o antifaz negro en
la cara y a su peluda y anillada cola. La cabeza es bastante ancha, con unas orejas grandes y
visibles, ademés termina en un hocico bastante puntiagudo. EI pelaje tupido, es
predominantemente gris negruzco con algunos matices marrones o rojizos y presenta de 5 a 10
anillos negros a lo largo de toda la cola (Wilson, 2005).

Clasificacion taxonomica:
Reino: Animalia.
Subreino: Eumatozoa
Rama: Bilateria

Filo: Chordota

Subfilo: Vertebrata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Mammalia
Subclase: Eutheria

Orden: Carnivora
Suborden: Caniformia
Superfamilia: Canoidea
Familia: Procyonidae

Género: Procyon

Especia: Procyon lotor

Figura 3. Mapaches (Procyon lotor) El adulto mide de la cabeza al cuerpo entre 50 y 70cm, su cola tiene una longitud de entre 20 y
25 cm. Pesan entre 5.5y 9 kilogramos. Especie de hébitos nocturnos con gran sentido del olfato. Omnivoros que tienen preferencia

por vertebrados pequefios (Tomada de http://www.barrameda.com.ar/animales/mapache-de-las-tres-marias.htm).

DISTRIBUCION

Procedente de América del Norte, son muy comunes desde el sur de Canada hasta Panama el
mapache ha colonizado numerosos paises debido a las fugas o liberadas intencionadas de sus
propietarios; asi, se encuentran también poblaciones domesticas en Alemania, Polonia,

Dinamarca, antigua Checoslovaquia, Finlandia, Rusia y Francia (Wilson, 2005).

HABITAT

Habitan frecuentemente los ambientes arbolados o arbustivos, generalmente cerca del agua ya que
se trata de un buen nadador. Aunque ha aprendido a vivir también en éareas habitadas (Hans et al.,
2006).

ACTIVIDAD Y COSTUMBRES

Los mapaches son nocturnos, tienen un agudo sentido del olfato y son unos excelentes
trepadores y suelen tener su madriguera en un agujero en lo alto de un arbol (mas de 3 metros de
altura) no obstante también pueden esconderse en oquedades de rocas, tocones de arboles caidos,

galerias excavadas por otros animales e incluso en construcciones humanas (Wilson, 2005).
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Excepto durante los frios inviernos, o en el caso de hembras con crias, cada guarida es ocupada
s6lo durante uno o dos dias, ocupando cada vez otra diferente siempre en las proximidades de la
anterior (Forsyth, 1999).

El mapache no hiberna ya que en los lugares calidos se mantiene activo durante todo el invierno
mientras que en latitudes muy frias entra en actividad Unicamente en los momentos de buen
tiempo. A pesar de esto, durante estos meses llega a perder hasta un 50% del peso total por lo que
se dedica a acumular reservas de grasa durante el verano y el otofio. Se ha encontrado que los
mapaches pueden ser reservorios de patdgenos que transmiten enfermedades en humanos tales

como la leptospirosis y la rabia por citar algunas (Forsyth, 1999).

ALIMENTACION
En su habitat natural es omnivoro, consume desde ranas hasta frutos, pero en las ciudades y
suburbios echa mano de los contenedores de basura para comerse los restos

de alimentos arrojados en ellos (Wilson, 2005).

1.3 HELMINTOS Y BACTERIAS ASOCIADOS A PROCIONIDOS

Los estudios de helmintos parasitos en coaties (Nasua narica) y mapaches (Procyon lotor), son
escasos Yy sblo se cuenta con contribuciones como los de Travassos (1917), (1923); Machado,
(1940); Neal, (1960); Van et al., (1974); Vicente et al., (1997); Castro et al., (2002); Vieira et al.,
(2008) que dan a conocer la helmintofauna presente en especies muy cercanas a estos procionidos
como el coati sudamericano (Nasua nasua) y mapache cangrejero (Procyon cancrivorus) al igual
perteneciente a Sudamérica.

En el siguiente cuadro se muestran los helmintos descubiertos que parasitan a los prociénidos de

acuerdo a los autores antes mencionados.

Especie Helmintos encontrados

Phylum: Acanthocephala

Clase: Archiacanthocephala

Nasua nasua Orden: Oligacanthorhynchida

Oncicola luehei en intestino grueso (Travassos, 1917;
Machado ,1940).

Phylum: Nematoda

Superfamilia: Ancylostomatoidea

Nasua nasua Familia: Ancylostomatidae

Ancylostoma bidens en intestino (Vieira, 2008).

Uncinaria bidens en intestino (Vicente et al., 1997).
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Nasua nasua

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Ascarididae
Toxocara alienata en intestino delgado (Vicente et al., 1997).

Toxocara canis en intestino delgado (Vieira, 2008).

Nasua nasua

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Dioctophymatoidea
Familia: Dioctophymatidae
Dioctophyma renale en rifion, cavidad abdominal, estomago
(Vicente et al., 1997; Castro, 2002).
Dioctophyma sp. (Vieira, 2008)

Nasua nasua y Nasua sp.

Phylum: Nematoda

Superfamilia: Filarioidea

Familia: Onchocercidae
Dirofilaria incrassata en corazon (Vicente et al., 1997).
Dirofilaria repens en tejido subcutaneo (Vieira, 2008).

Dirofilaria sp. en corazén, arterias pulmonares (Vieira, 2008).

Nasua nasua

Phylum: Nematoda

Superfamilia: Physalopteroidea

Familia: Physalopteridae

Physaloptera semilanceolata en estomago (Vicente et al, 1997).

Physaloptera sp. en intestino delgado (Travassos, 1923 ; Vicente
etal., 1997).

Nasua nasua

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Molineidae
Molineus nasuae en intestino delgado (Vicente et al., 1997).

Nasua nasua

Phylum: Platelminto
Clase :Cestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Anoplocephalidae
Atriotaenia sandgroundi localizacion inespecifica (Travassos,
1923).

Taenia crassipoda localizacion inespecifica (Vieira, 2008).
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Nasua sp.

Phylum: Platelminto
Clase: Trematoda
Orden: Digenea
Familia: Paragonimidae

Paragonimus rudis en pulmon (Vieira, 2008).

Procyon cancrivorus

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Acuarioidea
Familia: Acuariidae
Skrjabinoclava thapari en estomago (Vieira, 2008).

Procyon cancrivorus

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Ancylostomatoidea
Familia: Ancylostomatidae
Ancylostoma bidens en intestino (Vieira, 2008).
Ancylostoma braziliense en intestino delgado (Vieira, 2008).
Uncinaria bidens en intestino (Vicente et al., 1997).

Uncinaria maxillaris en intestino (Vicente et al., 1997).

Procyon cancrivorus

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Ascarididae
Toxocara alienata en intestino delgado (Vicente et al., 1997).
Toxocara canis en intestino delgado (Vieira, 2008).

Baylisascaris procyonis intestino delgado( Kazacos, 2001)

Procyon cancrivorus

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Filarioidea
Familia: Onchocercidae

Dirofilaria sp. en corazén, arteria pulmonar (Vieira, 2008).

Procyon cancrivorus

Phylum: Nematoda
Superfamilia: Trichinelloidea
Familia: Trichuridae

Pearsonema pearsoni en vejiga urinaria (Vicente et al., 1997).
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Phylum: Platelminto

Orden: Pseudophyllidea

Procyon cancrivorus Familia: Diphyllobothriidae

Diphyllobothrium trinitatis en intestino delgado (Vieira 2008).
Diphyllobothrium sp. en intestino delgado (Vieira 2008).

Phylum: Platelminto
Clase: Trematoda
) Orden: Digenea
Procyon cancrivorus . i .
Familia: Dicrocoeliidae

Athesmia heterolecithodes en conductos biliares e higado

(Vieira, 2008).

Phylum: Platelminto
Clase: Trematoda
) Orden: Digenea
Procyon cancrivorus - ] )
Familia: Diplostomidae

Alaria alata en intestino (Vieira, 2008).

Alaria nattereri en intestino (Vieira, 2008).

Phylum: Platelminto
Clase: Trematoda

] Orden: Digenea
Procyon cancrivorus . ] )
Familia: Schistosomatidae

Schistosoma mansoni en sitio inespecifico de infeccion (Vieira,

2008).

Cuadro 1. Lista de control de helmintos parasitos encontrados en mamiferos carnivoros silvestres de la familia Procyonidae.

Como se ha observado la helmintofauna de ambos procionidos es bastante extensa y variada, sin
embargo se le ha puesto mayor interés en el presente, al estudio de los nematodos de la familia
Ascarididae de la cual se destaca la especie Baylisascaris procyonis que tiene un comportamiento
similar a Toxocara de migrar a través de tejidos y causar infecciones que pueden llevar hasta la
muerte (Kazacos, 2001; Sorvillo, 2002), debido a la confusion de su diagnostico el hallazgo de
ambos es de vital importancia en estudios realizados hoy en dia ya que pueden ser transmitidos de

manera zoonotica al humano por los procionidos (Vieira, 2008).



Pese a ello aun se sigue estudiando esta familia carnivora en busca de nuevos helmintos debido
que la helmintofauna de estas especies varia mucho dependiendo del lugar donde habiten y
depende de factores asociados como el clima, alimentacion, habitos entre otros. Conforme a ello
con certeza no se podria decir cuales son los tipos de helmintos asociados a estas especies
animales. Sin embargo los que més se han encontrado en escasos estudios taxonémicos realizados
son nematodos y platelmintos (Vieira, 2008) en la regién de Sudamérica especificamente en
Brasil y Argentina.

En México los Unicos trabajos que se tienen sobre parasitos de prociénidos son los de Caballero y
Caballero, (1948) y por Salgado y Cruz, (2002) en los que se ha encontrado helmintos de la
familia Acanthocephala, en el caso de los mapaches aunque es una especie ampliamente
estudiada en EUA y Canada, en México existen pocos estudios sobre su helmintofauna.

Los hallazgos realizados de bacterias en procionidos se encuentra un entorno muy pobre de
investigacion salvo algunos estudios realizados por Jardine y colaboradores en 2011 donde se ha
descrito que sea ha aislado distintos serotipos de Salmonella en animales salvajes en Ontario,
Canada entre los cuales se encuentran los mapaches. Y también se les asocia con contacto con
Leptospira, Borrelia (trasmitida por garrapatas Ixodes scapularis) y en ocasiones por Rickettsia

(transmitida por pulgas Pulex irritans).

1.4 INFECCIONES TRANSMITIDAS DE MANERA ZOONOTICA POR
PROCIONIDOS

En lo que respecta a mapaches y coaties se pueden distinguir las siguientes patologias
infectocontagiosas y parasitosis transmitidas de manera zoonotica: Leptospirosis,
tripanosomiosis, moquillo, hepatitis, rabia, enteritis, hepatitis, parvovirus, toxoplasmosis,
reservorios de Salmonella typhi y Listeria monocytogenes por destacar algunas. La
Baylisascariasis provocada por Baylisascaris procyonis es de especial interés por el peligro que
supone para la salud de la poblacién humana que tiene prevalencia muy alta en mapaches y se
desconoce su predominio en coaties, las larvas de este ascarido tienen la capacidad de migrar a
través de los tejidos hasta infectar los globos oculares y el cerebro produciendo la muerte o
secuelas neuroldgicas permanentes (Stringfield, 2007; Kazacos, 2001 y Sorvillo, 2002).

Otro helminto Dirofilaria immitis se ha encontrado en esta familia de vertebrados en particular
en coaties como hospedadores accidentales aunque se ha encontrado en prevalencias muy bajas
(Gomez y cols., 1999; Miller, 1999), este helminto parasita el sistema circulatorio afectando
arterias pulmonares y el ventriculo derecho del corazon, D. immitis, la prevalencia del helminto

ha sido reportado en casi todo el mundo, sobre todo en zonas tropicales y subtropicales riberefias
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0 con humedad constante (Polizopoulou et al., 2000; Rosa et al., 2000) es transmitido por la

picadura de mosquitos del género Aedes sp. y Culex sp. entre otros que actlan como vectores.

1.5 IMPORTANCIA DE LAS ZOONOSIS EN ZOOLOGICOS

El control parasitologico en un zooldgico es un aspecto importante para el cuidado preventivo de
la salud animal, particularmente en los zooldgicos en clima célido y tropical. Estos zoolégicos se
presentan un indice elevado de enfermedades parasitarias, debido a las condiciones favorables de
luz, temperatura y humedad que se presentan en dichos habitats. La falta de higiene constante y la
permanencia de los animales en un mismo sitio de alojamiento durante meses o afios pueden ser
factores que predisponen la ocurrencia de enfermedades parasitarias. En el Parque Museo “La
Venta”, las afecciones parasitarias en los animales ocupan un lugar muy importante por su alta
morbilidad y los dafios que pueden ocasionar a la salud, asi como las repercusiones econémicas
para el control estas enfermedades (Beauregard, 2000).

El niumero de parasitosis se incrementa con el aumento de la poblacion humana, afectando asi a
mas del 25% de los habitantes del planeta (Protol, 2003), ya que el incremento de los desechos
solidos influye en el desarrollo de infecciones con parasitos helmintos (Baig et al., 2007). Sobre
todo, si se considera que los depdsitos de basura se encuentran al alcance de los animales
peridomésticos y silvestres, convirtiéndolos de esta manera en transmisores potenciales de
patégenos.

Los patogenos de animales silvestres contribuyen al incremento de las enfermedades emergentes
y re-emergentes como una amenaza para la salud pablica. La emergencia de estas y otras
enfermedades humanas ocurren cuando los patégenos de los hospedadores pueden llegar y
establecerse en la especie humana. Los agentes infecciosos pueden seguir transfiriéndose entre
diferentes especies animales y continuar siendo reservorios, convirtiéndose asi en enfermedades
epizodticas (Morse, 1993).

Los cambios ocasionados por el hombre en la vida silvestre, el aumento demografico y la mayor
tasa de contacto con seres humanos, vida silvestre y animales domésticos es posible que hayan
conducido a la aparicion de nuevas enfermedades en humanos y animales (Krause, 1992).
También los cambios climaticos en el planeta han producido alteraciones en los patrones de
comportamiento de los hospedadores y vectores.

De igual manera la entrada abrupta del humano al ecosistema de los bosques y llanuras. La
alteracion en los ecosistemas puede crear condiciones que facilitan la aparicion o dispersion de
nuevas enfermedades. Los patdgenos emergentes son aquellos que surgen en una poblacion por
primera vez, 0 que han existido e incrementan rapidamente su prevalencia (Krause, 1992). Las

enfermedades emergentes han estado relacionadas con grandes mortalidades en la vida silvestre.
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Un ejemplo de enfermedad emergente ocurri6 en el afio 2003 cuando se confirmo la presencia de
fiebre amarilla por histopatologia en el higado en monos aulladores (Alouatta seniculus)
procedentes del Parque Ecolégico Los Besotes municipio de Valledupar, Colombia, donde estos
monos fueron puestos en cuarentena para evitar o limitar el riesgo de que la enfermedad se
extendiera y se procedié a realizar una vacunacién de la poblacidn receptiva para controlar
nuevos casos (Morse, 1993; Sivigila, 2003).

La aparicion de enfermedades emergentes se origina algunas veces de la fauna silvestre. Estas son
coadyuvadas cuando existen alteraciones ocasionadas por el hombre o por el desplazamiento de
los microorganismos a lugares donde no existian.

Otras formas de expansion en las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes, se
asocian con los mecanismos de transmision de ciertas patologias, que inicialmente fueron
originadas desde una especie animal, en la cual la zoonosis a humanos aparece como un evento
raro. Esta se da por un salto del patégeno al hombre, que es poco frecuente, pero que perpetua la
enfermedad temporal o permanentemente. Como consecuencia, el ciclo humano-humano
mantiene la infeccién por algun tiempo, como el caso del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), virus del sindrome agudo respiratorio severo, influenza A y virus del Ebola (Krause,
1992).

Asimismo, el movimiento de patdgenos o de vectores, el mayor acercamiento a las zonas donde
habita la fauna silvestre, dada por destruccién de los habitats naturales (Pereira, 2008). Pueden
originar zoonosis en los cuales se encuentran involucrados directamente los vectores animales
como factores desencadenantes de infeccion humana (pulgas, garrapatas, mosquitos, etc.) que
puede propiciar enfermedades como la infeccién por virus Nipah, virus del oeste de Nilo,
lyssavirus, hantavirus, enfermedad de Lyme (borreliosis), peste bubonica, tularemia,
leptospirosis, leishmaniosis y ehrlichiosis.

De esta manera, las zoonosis son reconocidas como un problema de salud publica en todo el
mundo, por lo que existe la necesidad de analizar todos sus componentes de las cadenas
epidemioldgicas: parasitos, reservorios, hospedadores (humanos y animales) y ambiente (Hafezz,
2003).
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1.6 RESPUESTA INMUNE CONTRA BACTERIAS INTRACELULARES Y
HELMINTOS

BACTERIAS INTRACELULARES

Algunas bacterias son capaces de sobrevivir y replicarse dentro de células del hospedador. Ciertas
bacterias patdgenas como Salmonella, Rickettsia, Proteus, Brucella entre otras, son capaces de
sobrevivir y multiplicarse ain dentro de los fagocitos (Luster, 2002).

Como estas bacterias estan en un nicho inaccesible a los anticuerpos circulantes, su eliminacion
requiere mecanismos inmunes distintos a los de las bacterias extracelulares (Luster, 2002).

Los mecanismos centrales de la inmunidad innata frente a estas bacterias son la fagocitosis y la
accion de células natural killer (NK). Sin embargo, las bacterias intracelulares son resistentes a la
degradacion dentro de los fagocitos mononucleares. Dicha resistencia contribuye en gran medida
a que algunos patdgenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis sean capaces de
permanecer por largos periodos en el hospedador, reaparecer luego de curas aparentes y
establecer infecciones crénicas de dificil erradicacion (Abbas, 2003). Por otro lado, estas
bacterias inducen activacion de células NK, ya sea directamente o mediante produccién de

citocinas (especificamente interleucina 12 o IL-12) derivadas de macrofagos.

Las células NK activadas secretan IFN-y, que es a su vez un potente activador de los macrofagos,
mejorando su capacidad fagocitica y microbicida. Este proceso podra retrasar el crecimiento de la
bacteria; sin embargo, la resolucion definitiva de la infeccion requiere de la inmunidad adaptativa
(Abbas, 2003). En tal sentido, se considera que las células NK como las células claves para la
diseminacion las bacterias intracelulares mientras se desarrolla la inmunidad adaptativa (Luster,
2002).

La principal respuesta inmune contra estas bacterias es la inmunidad mediada por células.
Muchos antigenos proteicos de estas estimula las respuestas de células T CD4+ y CD8+ y ambos
tipos celulares contribuyen al desarrollo de inmunidad protectora contra las bacterias
intracelulares. Una funcion efectora central para eliminar estos microorganismos es mediada por
macrofagos activados por citocinas (particularmente IFN-y), derivadas de células Thl activadas
(figura 4). Por otro lado, las células T CD8+ activadas pueden actuar como linfocitos citotdxicos
sobre células infectadas, que presentan antigenos bacterianos en el contexto de MHC clase |
(Janeway, 2001). Las diferencias en el tipo de respuesta mediada por células T, pueden explicar
las distintas manifestaciones clinicas asociadas a una infeccion causada por un microorganismo

en individuos diferentes.
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En algunas situaciones, esto se ha explicado por el entorno de citocinas secretadas en el
transcurso de la respuesta, que determina la expansién de un grupo de células Thlo Th2, que
inducen mecanismos efectores distintos. Mientras una respuesta de tipo 1 favorece la inmunidad
celular y determina niveles bajos de anticuerpos, una respuesta de tipo 2 determinara lo contrario
altos titulos de anticuerpos y baja inmunidad celular (Janeway, 2001).

Debido a lo antes mencionado, estas bacterias han desarrollado mecanismos que las hacen
resistentes a la fagocitosis y que persisten por largos periodos ain en individuos con inmunidad
celular efectiva. Dicha persistencia genera una estimulacion antigénica crénica, que puede
conducir a la formacion de acimulos de macréfagos activados que rodean los microorganismos

impidiendo su diseminacion formando reacciones granulomatosas cronicas.

Macrdéfago infectado Macrofago Infectado y activado

lisosoma bacteria

antigeno

Figura 4. Macréfagos durante el ataque de una bacteria intracelular. En la imagen izquierda se aprecia un macrofago infectado
con una bacteria. Posterior a ello en la siguiente imagen este macrdfago es activado por citoquinas derivadas de células Thl (Tomada
de Chabalgoity, 2008).

PARASITOS HELMINTOS

Los parasitos helmintos poseen estructuras y ciclos de vida muy complejos. En general miden de
milimetros a centimetros, aunque las excepciones son los cestodos que llegan a medir metros
(Taenia solium). Esto hace que presenten mayor numero de antigenos y que éstos tengan
especificidad de estadio (Caballero, 1998). Sin embargo, con muchos tipos de células del sistema
inmune innato, incluyendo células epiteliales, atn sigue siendo desconocida la naturaleza exacta
de la interaccion hospedador — parasito en las helmintiosis (Perrigove et al., 2008).

Tras este reconocimiento, la respuesta de las células incluye la secrecién de moléculas efectoras
como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33 y alarminas, las anteriores pueden activar
directamente la diferenciacion de linfocitos T hacia células CD4+ Th2, o indirectamente

influyendo en la funcién de células presentadoras de antigenos.
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Ademas, se ha visto que las células dendriticas pueden promover la diferenciacion de linfocitos T
hacia CD4+ Th2 cuando se estimulan con algunos productos derivados de helmintos.

No obstante, alin no es bien sabido si esta actividad es determinada por los cambios en la
expresion de moléculas coestimuladoras (CD40, OX40L por ejemplo), ligandos Notch o algin
otro factor no identificado (Perrigove et al., 2008).

El papel de las células Thl y Th2 ha llegado a constituir un dogma, en el que las respuestas
mediadas por células Thl acaban con parasitos intracelulares y respuestas Th2 eliminan los
extracelulares. Segun Allen y Maizels, (1997), en lugar de lo anterior, hay que considerar la
existencia de mecanismos superpuestos implicados en la defensa inmunitaria mediante citocinas
individuales y las rutas efectoras que son inducidas. Se ha descubierto que clonas de células T
especificos contra nematodos aislados de individuos generan citocinas del patron de respuesta
Th2, mientras que clones de células T contra antigenos bacterianos de los mismos individuos
producen citocinas de respuesta Thl.

No esta claro si la induccion de una respuesta CD4Th2 por parte de los helmintos, que incluye
aumento de la concentracion de IgE (ayuda en la degranulacion de eosinéfilos y mastocitos) total,
eosinofilia y mastocitosis es importante en la respuesta inmunitaria protectora o si es la
responsable de los sintomas que se observan en algunas parasitosis 0 quizas, interviene en ambos
aspectos (Caballero, 1998; Untama, 2006).

A nivel intestinal los mastocitos al degranularse liberan histamina, serotonina y leucotrienos.
Estas aminas vasoactivas son neurotransmisores y causan cambios neurovasculares vy
neuromusculares, produciendo espasmos intestinales, diarrea y expulsion del parasito.

El eosindfilo también tiene receptores IgA que permiten la liberacion de su contenido, cuando
estos receptores son entre cruzados (Caballero, 1998). Una vez degranulados, los eosindéfilos
liberan poderosos antagonistas quimicos y proteinas que incluyen: proteinas cationicas,
neurotdxinas y peréxido de hidrégeno, que contribuyen a mantener un ambiente hostil a los
parasitos (figura 5).

Las demostraciones de que los eosinéfilos y la IgE pueden matar parasitos in vitro ha provocado
la extendida creencia de que estas respuestas Th2-dependientes son principalmente responsables
de la destruccion de grandes parasitos extracelulares (Perrigrove et al., 2006).

Sin embargo, in vivo existe una notoria contradiccion. En la mayoria de las infecciones por
helmintos aparecen grandes cargas de parasitos a pesar de las abundantes respuestas Th2 y la
evidencia directa, in vivo, del papel de los eosinéfilos, IgE o0 mastocitos para controlar la

infeccion por helmintos es escasa (Caballero, 1998).
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A nivel tisular se ha observado en la respuesta inmune celular contra triquinela que la presencia
de eosindfilos en el infiltrado celular ayuda a mantener la integridad del parasito y que, por el
contrario, la ausencia de eosindfilos induce el aumento de Sintasas de Oxido Nitrico( INOS) y
macrofagos que culminan con la muerte de la larva muscular (Fabre, 2009), lo que sugiere que la
presencia de eosindfilos suprime la respuesta Thl y con ello favorecen la sobrevivencia del
parésito (de-la-Rosa et al., 2012).

En humanos, las correlaciones epidemioldgicas sugieren que las IgE y eosinofilia pueden ser la
clave de la inmunidad protectora. En el raton, sin embargo, varios estudios han indicado que la
vacunacion efectiva requiere células efectoras que secreten IFN-y para la destruccion del parésito.
Consecuentemente con estas observaciones, el aumento del nimero de mastocitos y eosinofilos,
asi como las altas concentraciones de IgE e 1gG4 son caracteristicos de los individuos infectados
por helmintos (Perrigrove, 2008). Se han hecho investigaciones sobre si la respuesta Th2 tras la
infeccion por helmintos es beneficiosa para el hospedador o para el parasito. Datos en ratones han
sugerido, incluso, que la respuesta Th2 e IgE son benéficas para el parasito y, en realidad,
aumentan la infeccién (Caballero, 1998; Pritchard, 1993).

Superdxido y ¢xido nitrico Proteinas catiénicas MBP
Neurotoxinas
Histamina
- .\ Eosindfilos
Espasmos (Mastocitos
A/lgG
@E
Intestino >\ — : .

’( 1gA/1gG
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Figura 5. Mecanismos inmunoldgicos de defensa contra helmintos. Los polimorfonucleares, los macrofagos y las células NK
pueden estar relacionados con este mecanismo defensivo, parece ser que principalmente estos mecanismos son mediados por los
eosindfilos y los mastocitos. Ya que los helmintos son demasiado grandes para la fagocitosis, ellos necesitan ser cubiertos con IgE,
IgA y IgG. Después de estos eventos, los macréfagos, los eosinéfilos y los mastocitos se unen a la pared de los helmintos por medio

de sus receptores y liberan el contenido celular toxico (Tomada de http:/gsdl.bvs.sld.cu).

~15 ~



1.7 DETERMINACION DE ANTICUERPOS

El inmunodiagndstico se ha planteado como una alternativa en la busqueda de métodos
diagndsticos mas sensibles y especificos, debido a que en la actualidad la deteccién de
anticuerpos puede llevarse a cabo con relativa simplicidad y que la seroconversion se efectia de
manera temprana, usualmente de 1 a 2 semanas (Fredes, 2004).

Para la determinacién de anticuerpos se utilizan un conjunto de técnicas inmunoguimicas que
tienen en comun el usar complejos inmunes, es decir los resultantes de la reaccién
de anticuerpos y antigenos, como referencias de cuantificacion de un analito determinado, que
puede ser el anticuerpo (ac) o un antigeno (ag), usando para la medicién una molécula como
marcador que hace parte de la reaccion con el complejo inmune en la prueba o ensayo quimico.
Se basan en la especificidad y afinidad de los anticuerpos por sus antigenos especificos. Existen
varias técnicas como el ELISA, el EITB, IET el IFl y la Aglutinacién (Fredes, 2004).

ELISA

Es un inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado en una placa de pléstico se detecta
mediante un anticuerpo presente en un fluido biolégico como el suero y la reaccion ag-ac se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima (conjugado) capaz de generar un producto
detectable como cambio de color o algun otro tipo. La aparicion de colorantes permite medir
indirectamente mediante espectrofotometria el anticuerpos en la muestra (Lequin, 2005).

o234 6 & 10 13 14
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ntigeno \ {ouero +) ] — —
9 problema (Ac) 67,0 wep |—| — 1 —FHEHEH
" "
U
/N n 430 - =N
7 30,0 w— e f s e s
0,1 e | | ] ||
14,4 w— | — — — 1

Figura 6. Inmunoensayos para detectar anticuerpos. En la figura de la izquierda se observa la metodologia a seguir para la
realizacion de un ELISA indirecto el cual es el mas utilizado de todos los ELISAS en el que directamente se buscan anticuerpos. La
figura derecha muestra una representacion esquematica del reconocimiento antigénico realizado en una IET donde se observa la

separacion de polipéptidos de diferentes pesos moleculares en cada uno de los sistemas.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Es una técnica analitica usada para detectar bandas antigénicas especificas en una muestra
determinada (una mezcla compleja de proteinas, como un extracto tisular). Mediante
electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso molecular,
estructura, hidrofobicidad, etc. Hay casi tantas posibilidades como tipos de electroforesis existen.
Luego son transferidas a una membrana adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF)
para poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella.

Finalmente, se detecta union antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica, fluorescencia. De
esta forma se puede estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad
relativa respecto a otras proteina (de-la-Rosa, 2000).

AGLUTINACION

La prueba se basa en una reaccion inmunoldgica entre los anticuerpos séricos y el antigeno
correspondiente produciendo una reaccion de aglutinacién macroscopica. Cuando el antigeno se
encuentra unido o formando parte de células, bacterias o particulas, la reaccién ag-ac se puede
detectar y cuantificar por el aglutinado celular o bacteriano. De ahi su utilidad en las pruebas para
reacciones febriles (Pumarola, 1987).

Reaccion de Widal. Para diagnéstico de fiebre tifoidea, entérica y ondulante. Donde se determina
la presencia de ac contra el ag O y H de la Salmonella typhi para el serodiagndstico de fiebre
tifoidea (Lucero, 2007).

Reaccion de Huddleson. Deteccion de ac contra Brucelosis.

Reaccion de Weil-Felix para la deteccidon de ac contra Rickettsiosis como la fiebre Q, la fiebre
manchada de las montafias rocallosas), esta prueba en si no busca rickettsias, se basa en la
capacidad de las rickettsias para aglutinar ciertas cepas de Proteus (Reaccidn cruzada con Proteus
0X-19) (Eremeeva, 1994).

~17 ~


http://gel/
http://molecular/
http://proteica/
http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis_en_gel#gel
http://nitrocelulosa/
http://vinilideno/
http://anticuerpo/
http://fluorescencia/

1.8 ORIGEN DE LOS ANTIGENOS

ANTIGENOS FEBRILES

Los antigenos son suspensiones estabilizadas, tamponadas y estandarizadas de bacterias muertas
(Salmonella, Brucella abortus, Proteus OX-19) preparadas para la deteccion y semicuantificacion
de anticuerpos.

1.8.1 SALMONELLA

Salmonella es un bacilo gram negativo anaerobio facultativo, con flagelos peritricos que no
desarrollan capsula (excepto la especie S. typhi) que se encuentra dentro de la familia
Enterobacteriaceae, género Salmonella, especie enterica, subespecie enterica (l), y el serogrupo
D (Pumarola, 1987).

Hay 3 especies clinicamente importantes de Salmonella: S.enteritidis, S.choleraesuis y S.typhi.
Aunque S.paratyphi también puede causar estragos clinicos (fiebre paratifoidea) en Europa y
Africa (Eiguer, 1988).

Es responsable de la salmonelosis, una infeccién transmitida por fomites.

Tres sindromes principales resultan de la infeccion por salmonelosis: 1) gastroenteritis (la forma
mas comun) 2) fiebre tifoidea producida por S. typhi o S. paratyphi y 3) septicemia.
ESTRUCTURA ANTIGENICA

El género Salmonella tiene una estructura antigénica similar al resto de enterobacterias, con tres
tipos de antigenos (figura 7): Antigeno somatico (O), antigeno flagelar (H) o (d) y antigeno

capsular o de envoltura (Vi) o (K) (especifico para Salmonella typhi, dublin, y paratyphi C).

Vi

Figura 7. Estructura antigénica de Salmonella. Se observan antigeno somético (O), antigeno flagelar (H), antigeno capsular o de
envoltura (Vi) (Tomada de: http://www.revista-api.com/2%20edica0%202006/pdfs/mat%2006.pdf).
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El antigeno somatico O, denominado asi del aleman ohne hauch, que significa sin movimiento,
estd conformado por una cadena repetida de polisacaridos, que hace parte del lipopolisacarido
(LPS) de la pared celular; por lo general, el antigeno O no es Unico (Pumarola, 1987; Popoff,
2001), que estd constituido por diversos factores antigénicos, algunos de los cuales pueden ser
comunes con otros serotipos y permiten dividir al género Salmonella en grupos O, por
ejemplo, 0:9y 0:12 (Sgrensen, 2001).

El antigeno capsular Vi, denominado asi por ser el determinante en la virulencia de esta bacteria,
ya que confiere resistencia contra la respuesta inmune celular y humoral del hospedador.

El antigeno flagelar H deriva su nombre igualmente del alemén hauch, por el halo producido en
un medio de cultivo a raiz del movimiento, es una proteina termolabil a diferencia del antigeno O;
segun este, las salmonelas pueden ser monofésicas, cuando contienen siempre el mismo antigeno
flagelar, generalmente especifico (S. typhi, S. paratyphi A), o difasicas, cuando el antigeno
flagelar se presenta alternativamente en fase especifica 0 menos especifica (Pumarola, 1987).

1.8.2 BRUCELLA

El género Brucella (figura 8) esté constituido por bacilos Gram negativos pequefios, intracelulares
facultativos, inmoviles y aerobios estrictos, de crecimiento lento que no poseen capsulas ni
forman esporas destacan las especies Brucella abortus, Brucella melitensis y Brucella suis
(Wolfgang, 1994).

Las bacterias del género Brucella causan una enfermedad febril zoonotica denominada brucelosis
gue es una enfermedad aguda o crdnica que se manifiesta principalmente por escalofrios y
debilidad, ocasionalmente se presentan episodios febriles ondulatorios (Wolfgang, 1994).

Los componentes de su envoltura celular tienen mucho que ver con su resistencia a los factores
ambientales, poseen una envoltura celular compleja formada por una membrana citoplasmatica,
una membrana externa y un espacio periplasmico intermedio (Prescott, 1998).

La membrana externa esta en contacto con el medio y presenta un componente principal que es el

lipopolisacarido (LPS), el cual es un antigeno inmunodominante (Prescott, 1998).

ESTRUCTURA ANTIGENICA

El componente mas abundante y mejor estudiado de Brucella es el LPS, que se conoce también
con el nombre de endotoxina. En este se distinguen tres regiones: el lipido A, inserto en la hoja
externa de la membrana, un oligosacérido intermedio, llamado nucleo, y el polisacéarido O (PSO),
también conocido como cadena O, ausente o presente con pocos residuos en el LPS-R.Es
probable que se encuentren dos antigenos, A 'y M en diferentes proporciones y en las cuatros
especies. Ademas se ha demostrado un antigeno superficial que se parece al antigeno VI de las

salmonelas (Wolfgang, 1994).



Figura 8. Brucella abortus. Vista tridimensionalmente en microscopio confocal laser de barrido. Donde se observa su forma de bacilo
(Tomada de ALAMY).

1.8.3 RICKETTSIAY PROTEUS OX-19

Las rickettsias (figura 9) son bacterias en forma de cocobacilos pequefios pleomorfos que actlan
como microorganismos intracelulares estrictos por eso existieron dudas mucho tiempo sobre si
pertenecian a los virus o a las bacterias.

Normalmente viven en acaros, garrapatas, pulgas y piojos y pueden transmitirse a los humanos a
través de las mordeduras (indolora) en la dermis por el vector por contaminacion de la picadura
con las heces del insecto o bien por inoculacién de las mucosas con las heces contaminadas del
mismo.

Suelen vivir dentro de las células que revisten pequefios vasos sanguineos y en consecuencia,
dichos vasos se inflaman o se obstruyen, o bien comienzan a perder sangre dentro de los tejidos
que los rodea (Walker, 1997).

Son muy sensibles y raramente sobreviven fuera del hospedador, a excepcién de Coxiella burnetii
(productora de fiebre Q causada por Ehrlichia sp.) que es resistente a la desecacion, al calor y la
luz solar y se transmite fundamentalmente por via aérea (Walker, 1997).

Las rickettsias se pueden dividir en:

1. Grupo Tifus: tifo epidémico, por Rickettsia prowazekii, transmitido por piojos (Pulex ivitans),
y tifo clasico endémico, por Rickettsia typha por la pulga.

2. Grupo de Fiebre manchada: Rickettsia rickettsii, que implica mas de 30 especies, transmitido
principalmente por garrapatas (Ixodoidea) infectadas, mientras se alimenta de animales de sangre
caliente, incluyendo a humanos.

Se ha predicho que este grupo de enfermedades van a cobrar mucha importancia en el futuro
debido al incremento de su incidencia, y a la extension de sus areas geograficas de distribucion
(Parola, 2008).
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Figura 9. Rickettsia symptoms. Vista tridimensionalmente en microscopio confocal laser de barrido. Donde se observa su estructura

cocobacilar (Tomada de www.buzzle.com/articles/rickettsia-symptoms.html).

ESTRUCTURA ANTIGENICA
Las rickettsias expresan un antigeno de grupo similar al LPS y otros de naturaleza proteica, de
los cuales los mas importantes son las proteinas rOmp A y rOmpB.

Proteus

Es un género de bacterias (figura 10) Gram negativas que tiene la capacidad de ser un organismo
anaerobio facultativo, pertenece a la familia Enterobacteriacea que incluye patdgenos
responsables de muchas infecciones del tracto urinario. Posee una gran capacidad de movilidad
pues esta provisto de flagelos peritricos que le ayudan a una movilidad mas rapida lo que hace
gue tenga un fendmeno que se denomina swarming Illamado asi por como se desarrolla en los
medios de cultivo especializados para este, formando pequefias olas en el medio. Hay tres

especies que causan infecciones oportunistas: P. vulgaris, P. mirabilis, y P. penneri (Wolfgang,

1994). B
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Figura 10. Proteus vulgaris (Tincion de Gram). Se pueden observar bacilos de tonalidad rosada caracteristica de las bacterias Gram
negativas que no se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram debido a la estructura de su envoltura celular, ademas se
aprecia los flagelos peritricos que le proveen de gran movilidad (Fotografia de Arturo Anibal Solari, Departamento de Ciencias

Biolégicas, Facultad de Ciencias exacta, UNLP, Argentina).
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ESTRUCTURA ANTIGENICA

La estructura antigénica estd compuesta por antigeno somatico O, flagelar H y superficial K. El
antigeno flagelar H contribuye a la capacidad invasora de las vias urinarias. La variante X del
antigeno somatico O esta presente en algunas cepas de P. mirabilis. Otros grupos antigénicos
definidos son el OX2, OX19 y OXK. El grupo OX19 (y a veces el grupo OX2) da reacciones
cruzadas (aglutinacién) en pacientes con Rickettsia prowazekii y ésa es la base de la prueba de
Weil Félix (Wolfgang, 1994).

ANTIGENOS DE HELMINTOS
1.8.4 Fasciola hepatica
Trematodo perteneciente a la familia Fasciolidae, el cual tiene el cuerpo aplanado
dorsoventsalmente en forma de hoja y llega a medir hasta 4 cm de longitud por 1.5 cm de ancho.
Son de un color gris-rosado a parduzco. Su extremo anterior forma una proyeccidn conica que se
extienden stbitamente para formar las asi llamados “hombros™. Tiene dos ventosas, ambas en la
parte anterior del cuerpo, ademas es hermafrodita. La superficie del cuerpo estd dotada de
numerosas espinas. Fasciola es responsable de la fasciolosis una zoonosis que afecta los
conductos biliares de rumiantes, cerdos, equinos, conejos y otros herbivoros, asi como al hombre
(Botero, 2004).

3 mm

Ovario Ventosa
Oral
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iegos 1
& Utero ventral

Figura 11. Adulto de Fasciola hepatica. La figura muestra su morfologia tipica en forma lanceolada, donde se observa ciegos, Utero,

ventosa ventral y oral ademas de ovario. (Tomada de Becerril, 2008).

La distribucion del trematodo es cosmopolita y se encuentra en regiones que se dedican a la
crianza de ovinos, bovinos y caprinos, donde, ademas, también existen moluscos de diversos
géneros Lymnea y especies que le sirven de hospedadores intermediarios (Beaver et al., 2008).
Segun la dindmica de transmisién, se considera una zooantroponosis puesto que es una
enfermedad comun en diversos animales herbivoros que puede ser adquirida por el hombre
(Becerril, 2008).
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Recientemente se ha utilizado este trematodo para buscar una reactividad cruzada con otros
helmintos cercanos a su linea evolutiva como se ha descubierto recientemente con los turbelarios
como Dugesia sp., donde los anticuerpos contra un helminto reconocen de manera heterdloga las
biomoléculas inmunogénicas del antigeno del otro gusano utilizando extracto total antigénico
(Almanza, 2012). Lo cual es una gran herramienta para diagnosticar un posible contacto con
trematodos o un helminto cercano filogenéticamente.

CICLO DE VIDA

Los mamiferos infectados, y liberan huevos blastomerados en sus heces; los huevos son
operculados (Flores 2005) y deben caer en agua dulce ,donde después de 15 dias se desarrolla el
miracidio, que separa el opérculo del huevo y nada hasta localizar a su hospedador intermediario
(caracoles pulmonados de la familia Lymnaeidae), principalmente de los cuales se han
descrito

L. attenuata, L. obrussa, L. bulimoides, entre otros (Becerril, 2008); penetrando en estos por
accion de enzimas producidas por glandulas secretoras, orientado por quimiotropismo positivo
del caracol (Morales y Pino, 2004).

Una vez que el miracidio penetra al caracol se dirige al hepatopancreas en donde comienza un
proceso evolutivo llamado poliembrionia , que consiste en el desarrollo consecutivo del miracidio
a esporoquiste, redia I, redia Il y cercarias (Carrada-Bravo, 2007). Las cercarias se encapsulan en
el tejido de plantas, aunque también se llegan a enquistar en la superficie del agua y estructuras
que se encuentran sumergidas en el agua desarrollandose las metacercarias en estas (Becerril,
2008). Las metacercarias son ingeridas y al llegar al intestino delgado, eclosionan por accion de la
bilis y otros jugos digestivos, dejando libre al parasito juvenil llamado adolescercaria, el cual
atraviesa la pared intestinal y se dirige al higado, atravesando la capsula de Glisson penetra en el
parénquima hepatico hasta llegar a los conductos biliares (6 a 7 semanas) y, en la luz de estos se
establecen hasta desarrollarse en adultos (Beaver et al., 2003). Alcanzada la madurez sexual se
efectlia la fecundacion cruzada o autofecundacion y se inicia la oviposicion, completando asi el

ciclo biolégico (Becerril, 2008; figura 12).
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Figura 12. Ciclo de vida de F. hepatica. 1) Huevos blastomerados son descargados en los conductos biliares y en las heces; 2) Los
huevos se embrionan en el agua; 3) Los miracidios penetran en los caracoles; 4) Invaden al hospedador intermediario, distintos
géneros Lymnaea, Galba, Fossaria y Pseudosuccinea; 4a, 4b, 4c) En el caracol se presentan distintos estadios (esporoquiste, redia,
cercaria); 5) La cercaria son liberadas del caracol; 6) Las cercarias se encapsulan sobre vegetacion acuética u otras superficies. Los
mamiferos se infectan por comer vegetacién con metacercaria.7) Las metacercarias se desencapsulan en el duodeno, dando lugar a las
adolescarias; 8) Migran por pared intestinal, la cavidad peritoneal y el parénquima hepéatico hacia los conductos biliares, donde se
desarrollan en parasitos adultos (Tomada de http://www.cdc.gov).

1.8.5 Taenia crassiceps

Cestodo que pertenece a la familia Taeniidae a la cual también pertenecen Taenia solium y
Taenia saginata, causante de dos tipos de enfermedades parasitarias, teniosis a la producida por
su fase adulta que se aloja comlUnmente en el intestino del zorro, caninos en estado adulto y
cisticercosis a la patologia producida por sus formas larvales, intermedias o juveniles
(cisticercos), al afectar a los hospedadores intermediarios (roedores) en sus tejidos u 6rganos
internos. Los metacestodos de T. crassiceps se reproducen asexualmente (estrobilacién) por
gemacidn siendo el Unico de la familia en producirlos de esta manera, el cisticerco se establece en
el tejido conectivo subcutaneo, cavidades pleural y peritoneal (figura 13); Los metacestodos
presentan alrededor de ellos una reaccion inflamatoria la cual les permite sobrevivir durante

largos periodos en su hospedador intermediario (figura 14; Larralde et al., 1990).
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Figura 13. Metacestodos Taenia crassiceps. Los cuales se observan como una vesicula llena de liquido que contienen en su interior
un escolex invaginado que presenta ventosas y ganchos. (Tomada de http://alumnatbiogeo.blogspot.mx/2011/05/la-solitaria-podria-

causar-infertilidad.html).

Sciutto y colaboradores (1995) han obtenido importantes avances con el uso del modelo murino
de cisticercosis provocada por Taenia crassiceps, utilizandolo para evaluacién de antigenos de la
familia Taeniidae debido a que esta presenta grandes similitudes estructurales y antigénicas por
ello es una fuente de antigeno para la bisqueda de anticuerpos que pudieran evidenciar contacto

con miembros de esta familia.

CICLO DE VIDA

Los proglotidos gravidos se liberan en el intestino del hospedador definitivo y se diseminan en las
heces, los huevos embrionados se liberan del progl6tido, ya sea al viajar por el tracto digestivo o
después de que son eliminados en las heces. Estos huevos son ingeridos por el hospedador
intermediario (roedores); el embrion se libera y migra a su sitio de desarrollo y se transforma en
metacestodo.

Cuando el hospedador intermediario es ingerido por el hospedador definitivo (canidos), el
metacestodo se libera, el escélex se embebe en la mucosa del intestino delgado y el cuello
empieza a crecer formando proglétidos (Tay, 1993)

El metacestodo es proliferativo ya que se desarrolla de manera asexual por medio de gemacion.
En consecuencia, la ingestién de un organismo o de unos cuantos organismos puede resultar en
infecciones masivas (Loos-Frank, 1982). La via de infeccion también resulta especulativa; se han
propuesto la ingestion de huevos a partir del ambiente, la autoinfecciéon a través de huevos
provenientes de proglétidos gravidos dentro del intestino delgado y la ingestion de cisticercos en
hospedadores intermediarios. Los huevos, ya sean ingeridos del ambiente o a traves de la

autoinfeccion, se consideran como la fuente mas probable.
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Figura 14. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. El hospedador definitivo (canidos) es en el cual los cestodos maduran, se
reproducen y generan huevos. El hospedador intermediario (roedores) es aquel en el cual se desarrolla la forma de metacestodo
(inmaduro) del parasito. Los cénidos se infectan al ingerir roedores, en tanto que los roedores se infectan al ingerir huevos de un
ambiente contaminado por canidos. En general, los perros y gatos sirven como hospedadores definitivos, aunque los metacéstodos
pueden desarrollarse en ocasiones dentro de ellos (Tomada de Tesis Bidlogo experimental, Mario Hernandez Flores, UAM

Iztapalapa).

1.8.6 Toxocara canis
Nematodo perteneciente a la familia Toxocaridae, es causante de una zoonosis propiciada por los

gusanos adultos, el cual presenta un cuerpo cilindrico y no segmentado. Utilizado en este
proyecto para evidenciar la presencia de anticuerpos contra este en los procidnidos los cuales
estan en contacto con felinos que han sido diagnosticado con Toxocara catii. En la region
anterior presentan una boca provista con tres labios bien desarrollados y aletas cervicales ademas
de la vulva de la hembra. En la region media se aprecia el intestino y en la posterior se identifican
las gonadas y cloaca y papilas caudales de los machos. En promedio, las hembras miden unos 10-
12 cm de longitud y los machos 4-6 cm. Otras caracteristicas diagnosticas del género son la

ornamentacion de la cuticula y las espiculas desiguales (figura 15).
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Figura 15. Toxocara canis adultos. Se observa tanto macho como hembra vy la diferencia de tamafios que hay entre ellos. Foto Dr.
Benjamin Nogueda, Depto. de Parasitologia, ENCB-IPN.

Los cachorros con menos de 5 semanas albergan en su intestino numerosos gusanos adultos de
Toxocara canis, ademas de abundantes larvas que han migrado a diversos 6rganos, ya que en
cachorros de 3-6 meses el ciclo del parasito se hace cada vez menos frecuente, 0 no se lleva a
cabo completamente hasta originar el parasito adulto, puesto que las larvas de segundo estado de
desarrollo (L2) inician una migracion somatica que puede llevarles a numerosos 6rganos: higado,
pulmones, corazon, cerebro, masculo esquelético, y a la pared del tracto gastrointestinal, por lo
que las larvas no alcanzan su estado (L3 y L4). En estos 6rganos acaban encapsulandose,
iniciando una etapa de hipobiosis que les da la capacidad de permanecer infectivas durante afios
pudiendo activarse nuevamente y al continuar su migracion en los tejidos ser causa de eventos
patoldgicos (Beaver et al., 2003).

Cuando el tamafio de las larvas excede el didmetro de los vasos sanguineos, perforan activamente
su pared y emigran desordenadamente a los tejidos circundantes. Provocando el problema més
grave por este helminto, que se denomina sindrome de larva migratoria visceral (LMV) u ocular
(LMO), dependiendo del sitio donde se localicen las larvas y que también se conoce con el

nombre de granulomatosis visceral verminosa u ocular (Tay, 1993).

CICLO DE VIDA

Los huevos expulsados en la materia fecal del animal infectado permanecen de 2 a 4 semanas en
el suelo, para que dependiendo de la temperatura (15 a 35° C) y la humedad se torne infectante.
Aunque también se puede infectar de varias formas el animal: debido a la migracion
transplacentaria de las larvas que han permanecido enquistadas en los tejidos de la madre, por
ingestion de larvas viables en la leche materna o por el consumo de tejidos de animales que

sirven como hospedadores intermediarios de las larvas infectivas que les puede ocasionar a ellos
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migracion de las larvas a diversos érganos del cuerpo, causando dos posibles sindromes,
conocidos como larva migrans ocular y larva migrans visceral, segun los 6rganos invadidos sean
los ojos, o el corazon o el higado, respectivamente. (Becerril, 2008).

El ciclo inicia (figura 16), al ingerir huevos infectantes de T. canis, que pasan al estdbmago,
pierden sus cubiertas, eclosionan en el intestino delgado donde las larvas (L2) se desarrollan en su
interior, atraviesan la pared intestinal y emigran hasta los pulmones a través de la vena porta y el
higado. En los pulmones mudan a L3 y de ahi, pasan a la trdquea, por tos o estornudos, son
expulsadas al exterior o llegan a la boca y son ingeridas. Esta migracion dura unos 10 dias. Una
vez ingerida, la larva L3 llega hasta el intestino y muda a L4 y al estado adulto, en total 25 a 30

dias tras la infeccion (Acha, 2003).

A= Forma infectante
A= Forma diagnéstica

®A

Larvas en tejidos

AO
(1]

Huevos en heces
(Perros adultos)

~
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A
- A}
Transplacentaria
Transmamaria “

@=:§=5§

Adultos en intestino de
hospederos definitivos
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sanguinea a todo el a A
organismo Huevos en heces
(Cachorros)

Medio ambiente
2 - 4 semanas
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Figura 16. Ciclo de vida de Toxocara canis. El habitat de éstos parasitos es el intestino delgado de los perros. Se infecta el hospedero
al ingerir los huevos eliminados por los animales presentes en alimentos contaminados, suelo u objetos contaminados. Una vez en el
intestino, las larvas abandonan los huevos, penetran la pared intestinal llegando a la circulacion general y alcanzan diversos 6rganos,
fundamentalmente higado, pulmones, sistema nervioso central, corazdn y ojos (Tomada de http://www.cdc.gov).
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1.7.7 Ascaris suum

Es un nematodo que pertenece a la familia Ascarididae en la cual se encuentran Ascaris
lumbricoides, Ascaris suum, Baylisascaris procyonis por citar algunos. ES una especie
de distribucidén cosmopolita y se encuentra en el intestino delgado de cerdos produciéndoles
ascariosis provocando afecciones graves en vias pulmonares. Este nematodo es alargado,
cilindrico, con lineas laterales que recorren longitudinalmente todo el cuerpo. Esta provisto de 3
labios bien diferenciados que poseen diminutos dientes (Beaver et al., 2003). Cada labio tiene
lateralmente pequefias papilas gemelas y, localizada centralmente, una pequefia cavidad bucal de
forma triangular. Los gusanos macho miden entre 15 a 31 cm de largo por 2 a 4 mm de ancho y
se diferencian de la hembra porque su extremo posterior esta curvado hacia la porcién ventral
(Schimidt et al., 2005; Tay, 1993; figura 17), donde se encuentran dos espiculas quitinosas y
retractiles que le sirven para la copulacioén, los 6rganos genitales desembocan con el intestino en
la cloaca (Botero y Restrepo, 2004). La hembra mide de 20 a 49 cm de longitud por 3 a 6 mm de
ancho, posee dos ramas uterinas que desembocan en la vagina, la cual se comunica con la vulva,
localizada entre el tercio anterior y medio del cuerpo. Los gusanos adultos no poseen érganos de
fijacion pero viven en la luz del intestino delgado debido a que se sostienen contra las paredes del
intestino delgado mediante la capa muscular que existe debajo de la cuticula (Beaver et al., 2003).

Figura 17. Hembra y Macho de Ascaris suum. La fotografia muestra dos gusanos. En la izquierda se observa un gusano hembra con
sus extremos romos y redondeados, mientras que en la derecha de la fotografia, se muestra un gusano macho, el cual presenta un

extremo curvo (Tomada de http://parasitology.cvm.ncsu.edu/quiz/swine/nema/swinenemquizAQ.php).
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Ascaris suum posee similitud antigénica entre parasitos de la familia Ascarididae como Ascaris
lumbricoides, que ha sido ampliamente registrada en articulos cientificos de Loreille y Bouchet,
(2003), Marquardt et al., (2000), Yoshihara et al., (2008), Martinez-Barbosa et al., (2000).Por
lo que ha llegado a utilizarse este nematodo como fuente de antigeno para la busqueda de
anticuerpos contra antigenos que pudieran evidenciar contacto con ascaridos, sin ninguna otra
especificacion, buscando en el caso de los procidnidos con ayuda de este modelo un posible

contacto con Baylisascaris procyonis que es el ascarido que se ha reportado en ellos.

CICLO DE VIDA

Este ciclo se inicia cuando los gusanos adultos se encuentran en la luz del intestino delgado
(figura 18). Luego de que la hembra es fecundada, aproximadamente a los 50 a 60 dias después
de la infeccion, deposita huevos no embrionados que son eliminados con la materia fecal
(Marquardt et al., 2000). Los cuales son altamente resistentes. No obstante, el calor y la
desecacidn los destruyen en pocas semanas.

Cuando los huevos son ingeridos, los huevos llegan al intestino donde factores como el pH y la
temperatura ablandan la capa externa y estimulan la actividad de las larvas que emergen de los
huevos que son las larvas de segundo estado de desarrollo (L2) (Geenen et al., 1999).

Estas larvas atraviesan la pared del ciego y la parte superior del intestino grueso (Murrel et al.,
1997), para seguir una migracién tisular. La mayoria alcanzan via sistema porta-hepético, el
higado, aunque algunas, siguen una via linfética, llegan a los ganglios mesentéricos y otras,
pueden encontrarse ectdpicamente en la cavidad peritoneal y otras localizaciones (Beaver et al.,
2003).

Llegan al higado, y no se fijan en un solo sitio, sino que se desplazan causando grandes dafios a
medida que lo hacen en el tejido hepatico. Tras una primera muda enddgena se transforman en
larvas de tercer estado (L3) a los 4 6 5 dias post-infeccion. De aqui pasan, via sanguinea, al
corazon para alcanzar el tejido pulmonar en 5 ¢ 6 dias mas; tras una 32 muda se transforman en
larvas de cuarto estado (L4). Estas atraviesan los capilares sanguineos y migran lentamente desde
los alvéolos a los bronquiolos, bronquios y, finalmente a la traquea, teniendo lugar el pico de esta
migracion a los 12 dias post-infeccion.

A partir de aqui las larvas son deglutidas y llegan al intestino entre 14 y 21 dias después de la

infeccion. En ésta, su ubicacion final, mudan al estado adulto al mes de ser ingeridas.
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Figura 18. Ciclo de vida de Ascaris suum. La hembra de Ascaris produce en el intestino delgado huevos no embrionados que elimina
por materia fecal (A-B. Las larvas infectantes contaminan el suelo, los alimentos, el agua, y los pastos de muchas explotaciones
porcinas. Tras su ingestion y en condiciones favorables de humedad y temperatura, las larvas eclosionan a L2 que penetran en el
intestino delgado y llegan al higado a través del torrente sanguineo (G). Las larvas migran a través del parénquima hepético, mudan a
L3 y migran a los pulmones (H). Salen a los alvéolos, ascienden hasta los bronquios y la trdquea, mudan a L4, alcanzan la faringe, son
deglutidas y vuelven al intestino delgado. En su ubicacion final en la cual mudan a adultos al mes de ser ingeridas (I) (Tomado de

http:// www.veterinaria.org/asociaciones/vet-uv7articulos/articporc).

1.8.8 Trichinella spiralis

El nematodo Trichinella spiralis pertenece a la familia Trichinellidae es el parasito causante de la
triquinelosis la cual es una zoonosis cosmopolita, causada por la larva muscular (LM; figura 19)
que se puede transmitir entre el humano y los animales vertebrados; las principales fuentes de
infeccion humana son la carne de cerdo y sus derivados, asi como carne de otros animales
peridomésticos, como caballos, jabalies, perros, morsas, zorros entre otros.

La larva de estado dos o juvenil 2, también conocida como larva infectiva o muscular (LM) se
localiza en el musculo esquelético del hospedador y mide aproximadamente 1.2 mm de longitud
por 40 um de diametro presenta cuerpo cuticular, abertura oral, es6fago, anillo nervioso,
esticosoma, intestino medio, posterior y cloaca.

El esticosoma esta en la parte posterior, después del eséfago granular, cuyas células poseen
granulos secretorios altamente antigénicos que descargan en la luz del eséfago.

Compuesto por 50 a 55 esticocitos que son células discoides cerca de la region media y se
encuentra rodeada de una capsula de colagena tipo IV vy tipo VI, formando una unidad

hospedadora llamada célula nodriza.
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Esta estructura se encuentra rodeada de un plexo de vénulas formando por una accién génica
provocada por el paréasito; al parecer, estas vénulas tienen la finalidad de eliminar los desechos
metabolicos, asi como de proveer nutrientes. Se ha argumentado que la célula nodriza protege al
helminto del ataque del sistema inmune del hospedador y le confiere resistencia al congelamiento

(Despommier, 1983).

Figura 19. Larva muscular de Trichinella spiralis. Tomada de la digestion enzimatica de rata infectada de manera experimenta
durante la realizacion de este trabajo. Donde se observan las larvas totalmente liberadas del musculo esquelético debido a la liberaciéon

de su célula nodriza. Escala = 100 um, observadas en aumento de 40x..Foto tomada durante la realizacion de este proyecto.

La triquinelosis es un problema de salud publica en el mundo (Pozio, 2001; Dupouy — Camet,
2000). De hecho en los ultimos 10 afios ha habido un aumento en la prevalencia de la infeccion
entre los cerdos domésticos y animales silvestres, por consiguiente un aumento entre los humanos
(Murrell'y Pozio, 2000).

CICLO DE VIDA

Este parasito intracelular lleva a cabo todo su desarrollo en un solo hospedador, el ciclo de vida
es directo (figura 20) y presenta dos fases de desarrollo, una entérica, donde el gusano adulto
invade las células columnares epiteliales del intestino delgado y para llegar al estado adulto, la
larva pasa por cuatro mudas (denominadas como L2, L3, L4 y L5). La segunda fase es parenteral,
e incluye la migracion de la LRN por el sistema circulatorio y el establecimiento de la LM en el
musculo esquelético (Grencis et al., 1985; Beaver, 2003).

El ciclo inicia con la ingestién de tejido muscular infestado con la LM, que al pasar por el
estbmago se libera de la célula nodriza por accién del &cido clorhidrico y pepsina del jugo
gastrico. Llegando al duodeno, las LM comienzan su desarrollo pasando rapidamente por cuatro
mudas, conocidas cominmente como L2, L3, L4 y L5 para convertirse en gusano adulto en un
lapso de 36 a 48 horas (Beaver, 2003).
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Una vez convertidos en adultos copulan y los machos son expulsados del intestino coincidiendo
esto con accesos de diarrea. Las hembras fecundadas migran e invaden el epitelio columnar y la
lamina propia del intestino delgado, ya que son “activadas” por una combinacion de bilis y
proteasas (tripsina y quimiotripsina) ademas del ambiente provisto por el pH béasico (Beaver,
2003; Stewart et al., 1987), donde entran en una fase de incubacién que dura de 8 a 16 horas.
Durante las primeras 48 horas de infeccion T. spiralis induce cambios en el nicho entérico los que
presumiblemente favorecen la sobrevivencia del parésito, facilitando su maduracion y
reproduccién (Russell et al., 1987). Después de cinco dias post infeccion, comienza la liberacién
de las larvas recién nacidas a la linfa, pasando hacia el conducto toracico y siendo dispersadas por
sangre a todo el organismo, teniendo especial tropismo por el tejido muscular esquelético. Hasta
alcanzar 1mm de largo quedando encapsuladas en esta localizacion.

Para cerrar el ciclo se requiere que las masas musculares del individuo infectado sean consumidas

por otros hospedadores.
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Figura 20. Ciclo de vida Trichinella sp. Las principales fuentes de infeccion de triquinelosis en humanos son cerdos, caballos,
jabalies, perros, morsas, zorros y 0sos, los cuales albergan en el misculo esquelético a las LM (A). Durante la fase enteral (B), el
tejido muscular es digerido en el estomago, y las LM son liberadas (1); las LM penetran en la mucosa intestinal del intestino delgado y
llegan a la fase adulta en las 48 horas PI, dando lugar a machos y hembras (2); a partir del quinto dia Pl y hasta la segunda semana P,
las hembras liberan LRN en los vasos linfaticos (3). En la fase parenteral, las LRN Ilegan al masculo estriado y penetran activamente
en la célula muscular (4), la larva crece hasta desarrollarse como LM, originando de esta manera la fase infectiva (5). (Tomada de
Gottstein et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad, los procionidos semi cautivos que habitan el Parque Museo “La Venta” en
Tabasco han modificado sus habitos adaptdndose a las condiciones existentes en el entorno,
formando parte del ecosistema urbano, primordialmente de algunas areas verdes y recreativas de
la Ciudad de Villahermosa. El efecto de la urbanizacién y los diversos factores que esta conlleva
pueden favorecer el contacto y diseminacion de agentes patdgenos al ser humano. Ya que el
control parasitolégico en un zooldgico es un aspecto importante para el cuidado preventivo de la
salud animal, al igual de quien est& en contacto con ellos, particularmente en zooldgicos de clima
calido y tropical se presenta un elevado indice de enfermedades emergentes provenientes de
animales silvestres en cautiverio, el estudio de las mismas y sus patdgenos cobra relevancia
zoonotica en el estudio de este parque ya que no existen antecedentes en este tema. La busqueda
de agentes zoonoticos en la fauna en la fauna silvestre es un marcador para determinar los
factores de riesgo asociados a la salud publica local. Una de las herramientas de mayor uso en la
actualidad es la determinacién de anticuerpos contra helmintos parasitos. Con la finalidad de
llevar al cabo el inmunodiagndstico para la determinacién de las familias de helmintos que
pudieren parasitar los procionidos, para realizar el diagnostico serolégico de helmintos en este
trabajo se utilizaron como modelo los antigenos de Ascaris suum, Fasciola hepatica, Taenia
crassiceps, Toxocara canis y Trichinella spiralis con la finalidad de obtener posibles reacciones
cruzadas que pudieran evidenciar contacto con los helmintos mas cercanos de manera
filogenética, y simultdneamente, se buscd identificar la presencia de anticuerpos contra bacterias
asociadas al sindrome febril, usando como marcadores antigenos febriles que se usan para
detectar anticuerpos en suero contra  Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Brucella y
Rickettsia (reaccion cruzada con Proteus OX-19), haciendo uso de la aglutinacién con reactivos
comerciales.

La informacién obtenida del diagndstico de enfermedades parasitarias y bacterianas en este
proyecto puede ser utilizada como una herramienta para la elaboracion de programas de manejo

preventivo de infecciones en los animales del parque y de quien esta en contacto con ellos.
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3. OBJETIVO GENERAL
Buscar la presencia de anticuerpos contra bacterias y helmintos tisulares en sueros de coaties
(Nasua narica) y mapaches (Procyon lotor) de libre desplazamiento en el Parque “La Venta” en

Villahermosa, Tabasco.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener muestra de sangre de coaties y mapaches mediante la captura de los animales en el

Parque La Venta de Tabasco, por un periodo de tres afios para blsqueda de anticuerpos en suero.

2.- Preparar antigenos de helmintos tisulares obtenidos de infecciones naturales (Toxocara canis,
Ascaris suum y Fasciola hepatica) y experimentales (Taenia crassiceps, Trichinella spiralis) los

cuales seran utilizados en el inmunodiagnostico.

3.- Estandarizar el ensayo inmunoenzimatico para determinar las condiciones éptimas de dilucién

de suero y conjugado en estas especies animales.

4.- Determinar la presencia de anticuerpos contra antigenos de Ascaris, Fasciola, Toxocara,

Taenia y Trichinella como indicadores de infeccion por grupos de paréasitos.

5.- Determinar la presencia de anticuerpos contra las bacterias Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi, Brucella abortus y Rickettsia sp. (reaccion cruzada con Proteus OX-19) usando un

“kit” comercial para reacciones febriles.
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5. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS Y PROCESAMIENTO PARA
OBTENCION DE SUEROS.

Se realizaron seis capturas de animales en el periodo comprendido entre 2009 y 2011(verano e
invierno en cada afo). Las capturas de mapaches se realizaron con trampas tipo Tomahawk
colocadas durante la noche empleando como cebo sardinas. Los coaties se capturaron mediante el
uso de dardos anestésicos (ketamina-xilacina). Todos los animales fueron sedados y se les tomo
una muestra de sangre de aproximadamente 5 mL por puncion en la vena yugular. Posteriormente
se tomaron datos generales que consistieron en edad, y sexo. Las muestra sanguineas se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se separo para obtener los sueros. La
obtencion de las muestras se realizd en el Estado de Tabasco por personal capacitado y luego

fueron trasladadas al laboratorio.

6.2 ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION DE Trichinella spiralis y Toxocara

canis.
Trichinella spiralis (cepa MSUS/ME/92/CM-92 Origen mexicana).

Los hospedadores, ratas de la cepa Wistar hembras de 6 semanas de edad previamente infectadas
en el bioterio del INDRE. Se infectaron oralmente con 23 LM por gramo de peso, equivalente a
7,000+125 LM, suspendidas en un amortiguador de fosfatos (0.01 M) adicionado con NaCl
(0.15M) a pH 7.2 (PBS) y se administraron con una micropipeta. Cada rata recibi6 0.15 mL. A las
seis semanas de infeccidn, se sacrificaron, utilizando vapores de éter segin lo estipulado en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z001999, especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio, Se retir6 la piel, visceras y cabeza, se colecto el
musculo esquelético.

Se lavd con agua corriente para retirar la sangre, luego se secciond en fragmentos pequefios y
cada gramo de carne se mezcld con 0.1 g de pepsina, 0.1 mL de HCI con una pureza de 38%
(densidad 1.19 a 25°C) y 10 mL de agua destilada.

Posteriormente se realizo digestion enzimatica para la recuperacion de las larvas con agitacion
constante por 4 horas a 37°C. Al término de las 4 horas la solucion de digestion se filtré con una
doble malla de gasa de pafialina colocada sobre la boca de un embudo de separacion y se dejo
sedimentar por una hora.

El botdn (de color rosa, figura 32), constituido por las larvas, se extrajo en un tubo de centrifuga
de 15 mL y se lavaron con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M con NaCl 0.015 M pH
7.2 (PBS); para descartar el sobrenadante, se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos. Con una

pipeta Pasteur se extrajo el excedente de tejido.
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Finalmente, las larvas se sometieron a un gradiente trifasico de dextrosa (20, 40 y 60%), para
limpiarlas de los restos de tejido. Las larvas se obtuvieron de la interfase de 20-40% y se
repitieron los lavados con PBS para eliminar el exceso de dextrosa y se resuspendieron en 10 mL
de PBS.

Se tomaron 10 L para contarlas, el promedio de tres cuentas se interpol6 para conocer el nimero
total de larvas.

Para obtener los productos de excrecion y secrecion de la larva muscular, se hicieron cinco
lavados con PBS estéril que contenia una mezcla de antibiéticos (500 U/mL de penicilina, 500
pug/mLde estreptomicina de PBS y Fungizona [1mg/mL]; (BioxWhitaker, , MD, USA), los
lavados se hicieron centrifugando a 1,613 gravedades durante 5 minutos a temperatura ambiente y
descartando el sobrenadante en cada ocasion. Después, se hicieron dos lavados con medio de
cultivo RPMI 1640 (Gibco) que contenia 2 gramos de bicarbonato de sodio, 2 gramos de HEPES
y una mezcla de antibiéticos (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.25
pg/mL de fungizona ajustando el pH a 7.2. Las larvas se cultivaron en frascos para cultivo de 15
mL (Corning®), a 37°C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO, durante 48 horas en
proporcion de 10,000 larvas por cada 100 pL de medio. El cultivo se reviso a cuatro aumentos en
microscopio invertido diariamente para verificar que no existiere contaminacion; cada 24 horas el
medio de cultivo se recupero segun vire de naranja a ambar y se sustituyo con medio nuevo. La
recuperacion de medio se realizé un par de veces dependiendo de la motilidad e integridad de las
larvas.

El medio recuperado se juntd y se concentré por 6smosis contra azlcar sélida, luego se dializ6
contra PBS por 18 horas. En este proceso se emple6 membrana de celulosa
(Spectra/Por®,California,USA) de poro molecular 6000 a 8000 Da, previa a su utilizacion, la
membrana se hirvid en agua destilada para eliminar la glicerina (humectante) y algunos
compuestos sulfurosos que puedan interferir con el uso del dializado, después del tratamiento y
sin dejar que la membrana se seque, se amarra un extremo del tubo con hilo de algodén, se virtié
por el otro extremo la solucién a dializar y se amarra el otro extremo formando una “salchicha.”
La “salchicha” se colocd dentro de un recipiente que contenga 2 L de la solucion amortiguadora
PBS. La didlisis se mantuvo en agitaciéon y a 4°C por toda la noche, al dia siguiente se hizo un
cambio de PBS y se agitd a 4°C por 4 horas, con ayuda de una jeringa se extrajo la solucion
dializada. La concentracion de proteinas se determind por el método colorimétrico de Bradford

(Bio Rad®, California, USA.). La solucion se almaceno a —20°C.
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Finalmente, por cada 850 pL de sobrenadante de cultivo se adicioné 50 pL de N-Tosil-L-
fenilamina clorometil-cetona (TPCK; 1 mg/mL en metanol), 50 uL de N-o-p-tosil-L-lisina
clorometil-cetona(TLCK 1 mg/mL en agua), 40 pL de sal sodica de p-
hidroximercuribenzoato(PHMB 0.04 % en NaOH 2 N), 6 pL (Fenil metilsufolnilfluoruro(PMSF
0.06% en isopropanol) y 4 pL de Acido etilendiaminotetraacético (EDTA; 1M) como inhibidores
enzimaticos. El antigeno se distribuyd en alicuotas pequefas (0.5 mL) empleando criotubos. Cada
criotubo, se etiqueté con fecha, antigeno, concentracion y quien lo realiz6. El antigeno se

almaceno a -20°C.

Toxocara canis (Infeccion natural)

Los gusanos adultos se obtuvieron de intestino delgado de perros de entre 2 y 3 meses de edad,
respectivamente, los cuales estaban sujetos al programa de control de fauna no deseada del centro
de control canino de la delegacion Iztapalapa.

Para obtener el intestino del cadaver del cachorro, se hizo una pequefia incision sobre la linea
media ventral y se extrajo el asa intestinal que forma parte del intestino delgado. Con unas tijeras
se abrio el intestino longitudinalmente. Los parasitos se extrajeron con pinzas, y se colocaron en
un recipiente con agua cuya temperatura se encontrd entre 30-40 °C, lavandose por medio de
agitacion.los gusanos Se lavaron con PBS cuya temperatura se encontraba entre 30-40°C durante
5 veces con agitacion manual. Posteriormente se lavd cada gusano, nuevamente mediante
agitacion manual 5 veces con PBS estéril con antibioticos (por cada 100 mL de solucion de PBS,
agrego 1 mL de solucién de antibiéticos cuya concentracion fue de 100 U/mL de penicilina, 100
ug/mL de estreptomicina y 0.25 pg/mLde anfotericina B).

Para obtener los productos de excrecion y secrecion del gusano adulto se realizaron los mismos
lavados que en el caso de Trichinella spiralis pero con los gusanos de Toxocara y posterior a eso
se cultivaron todos los helmintos en frasco para cultivo de 15 mL (Corning®), a 37°C en una
atmosfera de 95% de aire y 5% de CO, durante 48 horas. El cultivo se revisé a cuatro aumentos
en microscopio invertido diariamente para verificar la ausencia de no contaminacién; cada 24
horas el medio de cultivo se recuper6 segun el vire de naranja a &mbar y se sustituyo con medio
nuevo.

Por ultimo se siguié con la concentracion y diélisis de lo que se recuperd del medio como se
explico anteriormente con Trichinella spiralis, se cuantificaron las proteinas del antigeno,
adicionaron inhibidores enzimaticos y se distribuyé en alicuotas pequefias (0.5 mL) empleando
criotubos. Cada criotubo se etiquetd con fecha, antigeno, concentracién y quien lo realizé, para su

almacenamiento a -20°C.
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6.3 EXTRACTO TOTAL ANTIGENICO DE Fasciola hepatica y Ascaris suum

Se obtuvo un higado infectado del rastro municipal de Pachuca, Hidalgo. Para la extraccion de los
parésitos adultos, el higado se abrié longitudinalmente y se expusieron los conductos biliares,
buscando adultos de Fasciola hepatica, los cuales se extrajeron cuidadosamente y se colocaron en
una caja Petri con PBS, se realizaron 5 lavados con PBS. Se trabaj6 con gusanos cuyo intestino se
encontré libre de detrito celular (limpio), los ejemplares se congelaron a -20 °C.

Los gusanos adultos de Ascaris suum se obtuvieron de intestino delgado de cerdo de entre 1y 2
meses de edad. Los parasitos se extrajeron cuidadosamente y se colocaron en una botella con
PBS, al llegar al laboratorio se realizaron 5 lavados con PBS estéril y 5 lavados adicionales con
PBS estéril adicionado con una solucién de antibioticos (por cada 100 mL de solucion de PBS,
agrego 1 mL de solucidn de antibidticos cuya concentracion fue de 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mbLde estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B. EIl sobrenadante se decant6 y los
gusanos se congelaron a -20 °C hasta su uso.

Para preparar los antigenos, los gusanos se descongelaron, se utilizaron 15 gusanos de Fasciola
hepatica y, un gusano hembra y uno macho de Ascaris suum para la preparacion de su respectivo
antigeno. Los volimenes siguientes se agregaron para cada mililitro de antigeno que se dese6
preparar (en este caso fueron 3 mL). Los gusanos se colocaron en un mortero sobre bafio de hielo,
que contenia 658ul de Tris-base 10 mM. Inmediatamente se agregaron los inhibidores
enzimaticos de la siguiente manera, 50 uL de N-Tosil-L-fenilamina clrometil cetona) (TPCK; 1
mg/mL diluido en metanol), 50 uL de N-a-p-tosil-L-lisina clorometil-cetona(TLCK 1 mg/mL
diluido en agua), 40 uL de Sal sédica de p-hidroximercuribenzoato (PHMB;0.04% diluido en
N,OH,H), 6 uL de Fenil metilsufolnilfluoruro(PMSF; 0.06% diluido en isopropanol) y 4 uL de
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA; 1M diluido en agua).

Se procedi6 a triturar a los gusanos durante 15 minutos manteniendo el mortero en el bafio de
hielo. Se agreg6 192 uL de Desoxicolato de sodio (DOC al 1%). Siguio0 triturdndose durante 15
minutos mas y se reposo el homogeneizado durante 20 minutos a 4 °C.

Se homogeneiz6 nuevamente 15 minutos sin retirar el bafio de hielo. Se recuperd el
homogeneizado y se centrifugd a 13 000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se recolectd el
sobrenadante y se dializé exhaustivamente toda una noche a 4°C en agitacion constante contra
PBS utilizando una membrana con poro molecular de 6000 a 8000 Da. Al dia siguiente se hizo un
cambié de PBS y se continu6 la dialisis por dos horas mas. Las proteinas se cuantificaron por el
método colorimétrico de Bradford (BioRad®)

El volumen final de antigeno se suplemento con inhibidores enzimaticos segin lo descrito

anteriormente y se distribuy0 en alicuotas pequefias (0.5 mL) empleando criotubos.
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Cada criotubo se etiqueté con fecha, tipo de antigeno, concentracién de proteinas y quién lo

prepard. Se guard6 a —20°C hasta su uso.

6.4 FLUIDO VESICULAR DE Taenia crassiceps

Taenia crassiceps:( cepa ORF. Origen mexicana)

El parasito se propagd en ratones hembra de la cepa Balb/c mediante la infeccion con 50
cisticercos en via peritoneal durante 8 semanas. Se realizd la eutanasia usando vapores de éter
segin lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z001999, especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, se introdujo en la
cavidad peritoneal 5 mL de PBS utilizando una jeringa y se dio un pequefio masaje, se hizo una
incision sobre la linea media con un bisturi y con una jeringa (sin aguja) se succiono el liquido
para extraer los cisticercos, cuidando no tener contacto con las visceras.

Se obtuvieron los metacestodos y se colocaron en una caja Petri con PBS Se lavaron por
decantacion 7 veces con PBS suplementado con antibioticos (por cada 100 mL de solucion de
PBS, se agrego 1 mL de solucion de antibidticos cuya concentracion fue 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de anfotericina B, se decantaron y se congelaron a -
20 °C.

Para la obtencion del fluido wvesicular, se utilizaron metacestodos recién obtenidos e
inmediatamente se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
extrajo el sobrenadante, que correspondié al fluido vesicular y el sedimento que correspondio a
los escélices y pared de la vesicula.

El sobrenadante se dializé en PBS a 4°C durante 24 horas en agitacion. Al terminar la dialisis se
cuantificaron proteinas por el método colorimétrico de Bradford (BioRad®). El volumen final de
antigeno se suplementd con inhibidores enzimaticos, segin lo descrito anteriormente y se
distribuyd en alicuotas pequefias (0.5 mL) empleando criotubos. Cada criotubo se etiquetd con
fecha, tipo de antigeno, concentracion de proteinas y quién lo prepard. Se guardé a —20°C hasta

Su uso.

6.5 ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Se realizd de acuerdo al protocolo descrito por de-la-Rosa y Gémez-Priego, (2000). Se manejé
una hoja de control donde se especificaron cuales pozos de poliestireno de fondo plano de la
placa de ELISA (Corning® - Costar 3590, Hercules Ca., USA) serian los sitios de reaccion para
los testigos positivos, testigos negativos asi como de las muestras problema (las muestras se

colocaron por duplicado).
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Las placas se sensibilizaron agregando 50 pl/pozo de los antigenos preparados a una
concentracion de 5 pg/mL, el antigeno se diluyo con una solucion amortiguadora de carbonatos
0.1M pH 9.6. La placa de ELISA se cubrié con Parafilm® (Chicago, Illinois) y se incubé a 4°C
durante una noche.

La solucién de antigeno se eliminé virtiendo el contenido de los pozos y se seco el exceso de
antigeno sobre una gasa. La placa se lavo 3 veces con 200 uL/pozo con una solucion lavado PBS
adicionado con Tween (PBS-T) 20 al 0.05 %. Los lavados se realizaron en un lavador de placas
automatico. La placa se bloqued con 200 pL/pozo con una solucion de leche semidescremada al 5
% en PBS-T. La placa se incubd una hora a 37°C. Después de transcurrido éste tiempo la placa se
lavo 3 veces como en el paso anterior. Se diluyeron las muestras 1:400 en PBS-T, se coloc6 50
uL/pozo y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Para evidenciar la reaccion antigeno-anticuerpo,
se agregaron 50 uL/pozo de proteina A/peroxidasa diluido en solucién amortiguadora de fosfatos
(1:1000) y la placa se incubo a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente se realizaron los
lavados correspondientes.

Se adicionaron 50 uL /pozo del sustrato 4 ug de orto- fenilendiamina, 10 mL de Buffer Citrato-
Fosfatos y 12 uL. de H,0,al 3% el cual se prepard al momento de usarlo. Se cubri6 la placa de la
luz, y se observd en intervalos hasta que los sueros negativos, comenzaron a colorearse de un
color amarillo paja. La reaccion enzimatica se detuvo afiadiendo 50 pL/pozo de una solucion de

H,S0O, 2N. La lectura del resultado se llevo a cabo en un lector de ELISA a 490 nm.
6.6 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

Determinacion del patrén electroforético
La determinacién del patrén electroforético se realizé de acuerdo al protocolo descrito por de-la-
Rosa y GOmez-Priego, (2000). EIl patrén electroforético se determind a través de una

electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 %.
ELECTROFORESIS

El sistema de geles se preparé con una camara para electroforesis mini-protean Il (BioRad®),
empleando cristales de 7.3 x 10.2 cm y separadores de 1.5 mm de espesor.

1. El gel separador (acrilamida 12 %) se preparé mezclando en este orden. 5.5 mL de una
solucion de acrilamida al 29.2 % que contienen n-n’-metilen-bis-acrilamida al 0. 8%, 3 mL de
una solucion de tris hidroximetil aminometano (Tris-base) 2M pH 8.8, 0.13 mL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) al 10% y 5.25 mL de agua destilada.
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Posteriormente se agregaron 0.50 mL de persulfato de amonio (10 mg/mL y 0.030 ml de
n,n,n’n’tetrametiletilendiamina (TEMED); después de mezclar vigorosamente, se colocaron 10
mL de solucion entre los dos cristales de la cAmara y se dejo polimerizar.

2. El gel concentrador (acrilamida 5 %) se prepar6 mezclando, en este orden, 1.17 mL de una
solucion de acrilamida al 30% que contiene n-n’-metilen-bis-acrilamida al 0.8 %, 0.22 ml de una
solucion de tris hidroximetil aminometano hidroclorido 2 M pH 6.8 (Tris-HCI), 0.03 ml de SDS
al 10% y 3.83 ml de agua destilada.

Posteriormente se agreg6 0.20 mL de persulfato de amonio (10 mg/mL) y 0.010 mL de TEMED;
después de homogeneizar, la mezcla se colocé sobre el gel separador, evitando la formacion de
burbujas. Se coloc6 un peine de teflon con dos carriles, uno para contener el antigeno y otro para
colocar el marcador de peso molecular.

3. Después de la polimerizacion se quitd el peine y se elimind el exceso de solucién no
polimerizada con agua. Antes de poner las muestras se secaron los carriles con papel filtro grueso.
4. Se emplearon 100 ug de antigeno diluido 1:2 en solucion para desnaturalizar proteinas [1mL de
SDS 10%, 7.4mg de acido etilendiaminotetracetico (EDTA), 1 mL de glicerina, 250 puL de TRIS-
HCI 2M, pH 6.8, 1 mg de azul de bromofenol y agua destilada para completar 10mL]. Antes de
usarse, a cada mililitro de la solucion para desnaturalizar proteinas se le adicionaron 100 pL de 2-
mercaptoetanol.

La mezcla antigeno-solucién para desnaturalizar proteinas, se llevé en bafio maria durante 10
minutos. El marcador de peso molecular se prepar6 de acuerdo a su instructivo (Bio-Rad®, Lab.).
5. La electroforesis se efectud en presencia de un litro de solucion de TRIS-base 20 mM, pH 8.8
g; glicina, 150mM; SDS 10%, 8mL, aplicando 180 volts durante 70 minutos en cama de hielo o
cuando el color de la solucion para desnaturalizar proteinas alcanzo el borde de los cristales. Una
vez que termind el corrimiento electroforético el gel se separo de los cristales y se sumergié en
una solucién de Azul de Coomasie al 0.2 % durante 2 horas. El gel se lavo varias veces con una

solucion decolorante (alcohol/acidoacético) hasta que ya no existié coloracién de fondo.

ELECTROTRANSFERENCIA

Para iniciar esta técnica se emplearon geles de poliacrilamida no tefiidos.

1. Se humedecieron un par hojas de papel filtro, un par de las esponjas y una membrana de papel
de nitrocelulosa (Micropore® (Delaware, USA.), con poro de 0.22 um de 10.X 8 cm, en solucion
amortiguadora de transferencia pH 8.3 (Tris 0.025 M, Glicina 0.125 M, Metanol 20 %).

2. Se colocd el cassette de transferencia en posicion horizontal, con la parte de color negro hacia
abajo en un recipiente que contenia solucién de transferencia pH 8.3. Posteriormente se coloco

una fibra blanca sobre el lado negro del cassette de transferencia y sobre de esta un papel filtro.
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Siguiendo se colocd el gel sobre el papel filtro con el marcador de peso molecular del lado
derecho vy el frente de corrimiento (linea azul) hacia abajo.

4. Con unas pinzas se coloco la membrana de papel de nitrocelulosa sobre el gel, evitando la
formacion de burbujas y se marco con color azul sobre la membrana, el frente de corrimiento del
gel. Se coloco el segundo papel filtro sobre la membrana de papel de nitrocelulosa y sobre de este
la segunda fibra blanca (figura 21).

5. Se cerrd el cassette de transferencia evitando mover las fibras. Y se colocd el este en el
electrodo de transferencia y éste a su vez en la cdmara de transferencia (Bio-Rad).Prosiguié a
llenarse la camara de electrotransferencia con el amortiguador de transferencia pH 8.3. Se tapd la
camara de transferencia y se conectaron los electrodos a la fuente de poder. La camara se colocd
en un contenedor con hielo para que fungiera como refrigerante durante todo el proceso.

6. Por altimo, las glicoproteinas se transfirieron de cétodo (polo negativo) al anodo (polo
positivo) a 100 volts durante 1 hora a 4°C.

1

b

Figura 21. Orden de colocacién de los elementos para electrotransferencia. Se esquematiza el orden de colocacion de las fibras,
papel  filtro, NC 'y gel en los cassettes de plastico para la electrotransferencia  (Tomada de

http://www.cultek.com/aplicaciones.asp?p=Aplicacion_Western_Blot&opc=introduccion).

Nota: Durante el proceso se checd que la temperatura durante toda la electrotransferencia no
alcanzara mas de 45°C, cuando se observd que la temperatura aumentaba se apag6 la fuente de
poder, y se esperd a que bajara la temperatura y para continuar hasta completar el tiempo
requerido.

7. Al terminar la electrotransferencia, se retiré con pinzas la membrana de nitrocelulosay se lavo
con PBS pH 7.2. Se marco en la membrana su limite superior con un lapiz de color azul.

8. Para verificar que la electrotrasferencia fue adecuada se tifié por 15 minutos la membrana de
nitrocelulosa con rojo de Ponceau S (0.2 %) y se lavd con agua para eliminar el exceso de

colorante.
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9. Se cortaron y eliminaron los extremos de la membrana (donde no hubo contacto con el gel).
Por ultimo se cortaron de la membrana los marcadores de peso molecular y se rotulé con la fecha
de transferencia y el nimero de membrana correspondiente.

10. La membrana se bloqued con leche descremada (5 %) —PBS-Tween 20 durante toda la noche
a 4°C al dia siguiente se agit6 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 20 y 2 lavados con PBS durante 5 minutos c/u y en
agitacion constante a temperatura ambiente. La nitrocelulosa se secé perfectamente y se cort6 en
tiras de + 0.3 cm de ancho y se marcaron en el extremo de la tira donde se encontraba el frente
(figura 22).

12. Finalmente, se coloc6 la membrana de nitrocelulosa y el marcador de peso molecular entre
papel filtro envuelto en papel aluminio. Se etiquetdé con fecha, nombre del antigeno,
concentracién del mismo, quién lo realiz6 y se congelé dentro de una bolsa dentro de una bolsa

de plastico a —20 °C hasta su uso.
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1. Recortar los extremos 2. Congelar a -200C

Figura 22. Presentacion final de la membrana de NC después de la transferencia. Donde se observa el separamiento de proteinas
en el carril del marcado de peso molecular y en el otro carril las glicoproteinas provenientes del antigeno que serviran posteriormente

para la inmnoelectrotransferencia. (Tomada de Manual de Laboratorio de Helmintos Tisulares, Indre).

IET

Para la realizacion del ensayo se utilizaron placas con canales perfectamente limpias.

1. Se coloco 1 tira reactiva en cada canal y 1 mL de muestra (problema) de suero diluido 1:50 en
PBS-Tween 20 0.05 % por canal.

2. En la evaluacion de las muestras se agregd un testigo positivo de suero previamente evaluado
por esta técnica, asi como de un testigo negativo.

3. Las tiras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion constante.

4. Transcurrido el tiempo, se eliminaron las muestras bioldgicas y se hicieron 3 lavados con PBS-
Tween 20 al 0.05% y 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno con agitacion continua y a

temperatura ambiente.

~ 45 ~



5. Se adiciond 1ml de conjugado proteina A/peroxidasa (La dilucion éptima se determind
previamente.) diluido en PBS-Tween 20 al 0.05% a cada canal e incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion constante.

6. Se repitieron los lavados como en el paso 4

7. Se colocaron 1ml del sustrato a cada canal, el cual contenia H,O, y como cromdgeno 4-cloro-
1-naftol. El sustrato se preparé en el momento del revelado. Se incub6 a temperatura ambiente
con agitacién constante por 30 minutos (tiempo suficiente para observar la aparicién de las
bandas diagndsticas).

8. Se desechd la solucion de sustrato y se hizo un lavado de 3 minutos con agua destilada con lo
cual se detuvo la reaccién enzimatica.

9. Por altimo se secaron las tiras, se pegaron en la bitdcora sobre un papel blanco en el orden

original y se cubrieron con una mica de acetato para conservar las bandas sobre las tiras.

6.7 AGLUTINACION PARA BACTERIAS
TITULACION RAPIDA EN PLACA

Se utilizaron placas para microtitulacion (Corning- Costar) para realizar este procedimiento se
utilizo el “kit” comercial FEBRICLIN (BioRad®, México).

Empleando micropipetas se colocaron en 4 pozos de la placa 20 pL, 10 uL, 5 puL, 2.5uL y 1.25uL
de suero y se repitio el procedimiento para un control negativo y uno positivo.

Se colocaron 12.5 pL de antigeno previamente agitado sobre cada gota de suero. Se mezcl6 el
suero y el antigeno utilizando una varilla. Para cada dilucion se empled una varilla distinta.
Prosigui6 a agitarse la placa durante 2 minutos en forma circular. Y se observd la aglutinacion
utilizando luz indirecta sobre fondo oscuro. Este procedimiento se realizd para cada uno de los

antigenos y se observé el grado de aglutinacion, interpretandolo segun la figura 23.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
El grado de aglutinacion se registra como sigue:

4+ | Aglutinacidn del 100% de los organismos
3+ | Aglutinacién del 75% de los organismos

2+ | Aglutinacidn del 50% de los organismos
1+ | Aghutinacidn del 25% de los organismos
- | Aglutinacion del 0% de los organismos

Figura 23. Interpretacion de resultados para aglutinacién en placa. Se muestra como conforme al porcentaje de aglutinacion
observado se le asigna un valor como lo muestra la tabla. El punto final de la aglutinacién es la maxima dilucion del suero que mostro
una aglutinacion de 2+. (Tomado de inserto Kit Febriclin, Bio-Rad).
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7. RESULTADOS
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7.1 SUEROS DE COATIES Y MAPACHES

Se obtuvieron 231 sueros, 171 de coaties y 60 de mapaches. La figura 24 y 25 muestran el
nimero de sueros obtenidos durante cada muestreo. El porcentaje de hembras y machos

evaluados se muestra en las figuras 26 y 27 y las edades en la figura 28.
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Figura 24. Sueros de coaties. Se observa el numero de sueros obtenidos en los 3 afios de muestreos donde se obtuvieron en
promedio 25 muestras por muestreo en el periodo 2009 a 2011.
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Figura 25. Sueros de mapaches. Se observa el numero de sueros obtenidos en los 3 afios de muestreos donde se obtuvieron en
promedio 10 muestras por muestreo en el periodo 2009 a 2011.
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Figura 26. Distribucion por sexo de las muestras de suero de coaties. Las muestras de suero se obtuvieron en seis muestreos

diferentes durante los afios 2009 a 2011. Se hicieron dos muestreos por afio

B Machos
® Hembras

Figura 27. Distribucion por sexo de las muestras de suero de mapaches. Las muestras de suero se obtuvieron en seis muestreos

diferentes durante los afios 2009 a 2011. Se hicieron dos muestreos por afio.

FAdultos

lovenes

Figura 28. Distribucion por edad de los sueros obtenidos de ambas especies (coaties y mapaches) en los muestreos de 2009 a

2011. Se obtuvieron 231 muestras de suero, de ellas 224 fueron provenientes de adultos y 7 de animales jovenes.
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7.2 OBTENCION DE HELMINTOS

7.2.1 Fasciola hepatica
El higado infectado (figura 29) fue donado por el rastro municipal de Pachuca, Hidalgo. Se

trabajé con gusanos cuyo intestino se encontrd libre de detritus (limpio), los ejemplares se

congelaron a -20 °C. El nimero de helmintos encontrados fue de 22.

Figura 29. Obtencion de gusanos adultos de Fasciola hepatica. En el panel A se observa el hig.ado del cual se obtuvieron los
gusanos adultos. En los paneles B y C se puede observar la obtencién de los helmintos mediante la incision en el higado. Por Gltimo en

el panel D se aprecian algunos de los gusanos adultos en PBS para su posterior tratamiento.

7.2.2 Taenia crassiceps
La cepa de T. crassiceps se propagd durante 8 semanas en ratones Balb/c (figura 30), al verse

aumentado el tamafio de la parte ventral de los ratones infectados se extrajeron los cisticercos, de

un raton infectado se obtuvieron aproximadamente 500.
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Figura 30. Obtencion de cisticercos de Taenia crassiceps. En el panel A se observa la diseccion del ratén infectado con Taenia
crassicepss extrayéndole los cisticercos. En el panel B se observan los cisticercos obtenidos en la parte abdominal. Panel C y D

muestran los cisticercos obtenidos del raton los cuales se encuentran en PBS y a su vez la observacion de estos cisticercos en

microscopio optico a 10x.
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7.2.3 Toxocara canis

Se realiz6 una visita al Centro de Control Canino de la delegacion de Iztapalapa con la finalidad
de obtener gusanos de Toxocara canis a partir de perros de entre 2 a 4 meses de edad infectados
naturalmente. Se obtuvieron 10 cadaveres de cachorro, éstos presentaban carga parasitaria
variable pero en cada uno, en promedio se recuperaron dos parasitos por perro dando por total 13
parésitos de los cuales 6 eran machos y 7 hembras.

)

Figura 31. Obtencion de gusanos adultos de Toxocara canis. En el panel A se observa un gusano adulto de Toxocara canis dentro
del intestino delgado. En el panel B se observa un gusano saliendo de la luz del intestino delgado. En el panel C se muestra uno de los

parésitos obtenidos, ya fuera de su hospedador. En el panel D se encuentran los parasitos obtenidos, depositados en PBS.

7.2.4 Trichinella spiralis cepa MSUS/ME/92/CM

Para determinar el nimero de larvas musculares (LM) obtenidas de la digestion de la carne de
rata (figura 32), se tomaron 0.005 mL de una suspension de larvas y se contaron con ayuda de un
microscopio a 10 aumentos; se hicieron cinco conteos, se obtuvo el promedio y realiz6 una regla
de 3 para conocer el nimero de larvas presentes en el tubo. EI nimero de larvas obtenido fue de

252,800 larvas en una rata sometida a digestion enzimatica cuyo peso fue de 190.5g.

e '@ =

Figura 32. Obtencion de larvas musculares de Trichinella spiralis. En A se observa la digestion enziméatica de musculo esquelético
de ratas infectadas experimentalmente. Las larvas se obtuvieron por sedimentacion en un embudo de separacién como un botén rosa

(B). Fueron contadas con ayuda de un microscopio 6ptico a 40 aumentos (C).
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7.2.5 Ascaris suum

Los paréasitos de Ascaris suum adultos fueron recuperados del intestino delgado de un cerdo del
rastro municipal de Toluca, Estado de Meéxico por el Dr. Benjamin Nogueda Torres del
Departamento de Parasitologia de la ENCB, se obtuvieron 12 parasitos de los cuales 4 eran
machos y 8 hembras (figura 33). Posteriormente cada gusano adulto fue envasado en seco en un

tubo conico de 50 mL y almacenados a -20 °C hasta su uso.

Figura 33. Obtencion de gusanos adultos de Ascaris suum. En el panel A se observan los parésitos obtenidos, algunos de los cuales
tienen una longitud mayor a los 30 cm. En el panel B se muestra ambos géneros de Ascaris suum. En el panel C (flecha) se muestran
la parte posterior de un gusano macho el cual es curvo. En el panel D (flecha) se observa la parte posterior de un gusano hembra el

cual es romo y redondeado.

7.3 PREPARACION DE ANTIGENOS Y DETERMINACION DE PROTEINAS

Para la obtencion de los distintos antigenos (excrecion y secrecion, extracto crudo y recuperacion
de fluido vesicular) de los helmintos mencionados anteriormente, se llevd a cabo el
procedimiento descrito en la seccién de materiales y métodos. Obteniéndose en el caso de los
extractos totales antigénicos 3 mL de antigeno, 2mL para los antigenos de excrecion y secrecion y
al igual 2 mL para el fluido vesicular. De cada antigeno se determinaron proteinas por el método
colorimétrico de Bradford y comercializado por Bio-Rad®. Se realiz6 una dilucion del reactivo
en agua 1:5. Se prepar6 una solucion estandar de 1 pg/mL de Albdmina Sérica bovina (ABS), con
estas soluciones se construyé una curva tipo, y se leyé en un lector a una longitud de onda de 595
nm. interpolando los valores de absorbancia de los antigenos en la curva tipo (figura 34). La
cantidad total de proteinas obtenida se muestra en el cuadro 1.
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Figura 34.Curva patrén para la determinacion de proteinas de los distintos antigenos presentados en el cuadro 1

Antigeno Concentracion de antigeno (ug/mL)
Ascaris suum (Extracto crudo) 4700
Fasciola hepatica (Extracto crudo) 2576
Toxocara canis (Excrecion y secrecion) 489
Trichinella spiralis (Excrecion y secrecion) 905
Taenia crassiceps (Fluido vesicular) 296

Cuadro 2. Cuantificacion de proteinas. Resumen de la cuantificacion de proteinas de los antigenos realizados durante todo el

proyecto.

7.4 PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS ANTIGENOS
Una vez conociendo la concentracion de cada antigeno, se realiz6 un perfil electroforético en gel

de poliacrilamida a una concentracion del 12% (figura 35). Se us6 como marcador de peso

molecular un suero de humano sano. Se coloco en cada carril 50 pg/mL de proteina de cada uno

de los antigenos se realizo el corrimiento y se tifio con colorante de azul de Coomasie.
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Figura. 35. Patrén electroforético de los antigenos obtenidos. Los antigenos se corrieron en gel de poliacrilamida al 12% y se
revelaron con azul de Coomasie; de izquierda a derecha, se presentan, el marcador de peso molecular, el corrimiento del antigeno total
de Ascaris suum, antigeno total de Fasciola hepatica, antigeno de recuperacion de fluido vesicular de Taenia crassiceps, antigeno

excrecion y secrecion de Toxocara canis y al Gltimo, el corrimiento del antigeno excrecién y secrecion de Trichinella spiralis.

7.5 TITULACION DE CONJUGADO Y DE SUERO

La determinacion de las diluciones del conjugado y de los sueros para la determinacion de
anticuerpos se calculd para cada antigeno obtenido en este proyecto; como testigo del ensayo se
emplearon sueros de raton sano (testigo negativo) y sueros de raton infectados (Trichinella y
Taenia) o inmunizados (Toxocara, Fasciola). Se realizaron diluciones dobles seriadas de cada
suero a partir de una dilucion 1:100 hasta 204,800. Asi mismo, se utilizaron 3 diluciones de
conjugado, 1:500, 1:1000 y 1:2000 (figuras 36, 37, 38, 39 y 40). En general se observ6 un
decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucion de suero inmunizado con
el antigeno, hasta Ilegar al minimo valor detectable, asi mismo se observo que aunque entre la
dilucién 1:500 y 1:1000 la tendencia fue similar entre ellas, mientras que en una dilucion de
1:2000 la reactividad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de 1:400 de suero
(flecha) y de 1:1000 de conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor diferencia entre suero
positivo y suero negativo. Para tener un valor de referencia més confiable como negativo se
obtuvo un suero de mapache domestico libre de parésitos y se comparo absorbancias (figura 41)
con el suero negativo (raton) para observar si existia diferencia significativa utilizando el ensayo
antes mencionado. Observando la grafica correspondiente se aprecia una diferencia minima entre

ambos sueros.
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Figura 36. Titulacion de conjugado proteina A/peroxidasa y de suero anti-Ascaris suum. En esta gréfica se robserva como va el
decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucién de suero ratones inmunizados con ETA de Ascaris suum, hasta
llegar al minimo valor detectable, asi mismo se observa que entre la dilucion 1:500 y 1:1000 no hay diferencia significativa y en una
dilucién de 1:2000 la sensibilidad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de 1:400 de suero (flecha) y de 1:1000 de
conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor distancia entre suero positivo y suero negativo.
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Figura 37. Titulacion de conjugado proteina A/peroxidasa y de suero anti-Fasciola hepatica. En esta grafica se observa como va el
decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucién de suero ratones inmunizados con ETA de Fasciola hepatica,
hasta Ilegar al minimo valor detectable, asi mismo se observa que entre la dilucion 1:500 y 1:1000 no hay diferencia significativa y en
una dilucién de 1:2000 la sensibilidad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de 1:400 de suero (flecha) y de 1:1000 de

conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor distancia entre suero positivo y suero negativo.
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Figura 38. Titulacion de conjugado proteina A/peroxidasa y de suero anti-Taenia crassiceps. En esta gréfica se observa como va el

decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucién de suero ratones inmunizados con antigeno de fluido vesicular

de Taenia crassiceps, hasta llegar al minimo valor detectable, asi mismo se observa que entre la dilucién 1:500 y 1:1000 no hay

diferencia significativa y en una dilucién de 1:2000 la sensibilidad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de 1:400 de

suero (flecha) y de 1:1000 de conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor distancia entre suero positivo y suero negativo.
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Figura 39. Titulacion de conjugado proteina A/peroxidasa y de suero anti-Toxocara canis. En esta grafica se observa como va el

decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucién de suero ratones inmunizados con antigeno de excrecion y

secrecion de Toxocara canis, hasta llegar al minimo valor detectable, asi mismo se observa que entre la dilucion 1:500 y 1:1000 no hay

diferencia significativa y en una dilucién de 1:2000 la sensibilidad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de 1:400 de

suero (flecha) y de 1:1000 de conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor distancia entre suero positivo y suero negativo.
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Figura 40. Titulacion de conjugado proteina A/peroxidasa y de suero anti-Trichinella apiralis. En esta grafica se observa cémo va
el decremento de los valores de absorbancia conforme aumenta la dilucién de suero ratones inmunizados con antigeno de excrecién y
secrecion de Trichinella apiralis, hasta llegar al minimo valor detectable, asi mismo se observa que entre la dilucién 1:500 y 1:1000
no hay diferencia significativa y en una dilucion de 1:2000 la sensibilidad disminuye, por lo que las diluciones convenientes son de

1:400 de suero (flecha) y de 1:1000 de conjugado (recuadro rojo), en donde hay mayor distancia entre suero positivo y suero negativo.
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Figura 41. Comparacion de absorbancias entre suero de mapache y suero de ratén utilizando conjugado proteina A/peroxidasa
a una dilucion 1:1000. En esta grafica se observa la comparacién entre sueros ambos negativos para los antigenos trabajados en este
proyecto con la dilucién de conjugado 6ptima en las titulaciones. Se puede observar que hay una diferencia muy minima entre ambos
sueros lo cual constata que se puede utilizar cualquiera de los dos sueros como testigo negativo en las ELISAS realizadas en este

proyecto puesto que reaccionan de manera similar y esto no afectara el diagnostico de las muestras.
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7.6 DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR ELISA
Para realizar el ELISA, se llevé a cabo el procedimiento descrito en la seccién de materiales y

métodos.
Para obtener este valor, de cada antigeno se utilizaron los valores de absorbancia menores o
iguales a la absorbancia del testigo negativo.

El valor de corte para cada antigeno se calculé mediante la siguiente formula:

VC=X+ 36

Donde:

X = Promedio de las absorbancias de los sueros negativos.

0 = Desviacion estandar.

VC= Valor de corte.

Las absorbancias, mayores al punto de corte (linea roja) se consideraron positivos

7.6.1 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Ascaris suum
Las figuras 42 y 43 muestran la determinacion de anticuerpos contra A. suum. En lo que se refiere

a coaties, se encontrd una frecuencia de positividad del 22.12% del total de 171 muestras
tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011; sin embargo por afio y muestreo (verano e
invierno), la frecuencia de positividad fue de 31.57% y 25.8% en 2009, 25.71% y 12% en 2010,
24.13% y 14.29% en 2011.

Refiriéndose a mapaches, se encontré una frecuencia de positividad del 18.13% del total de 60
muestras tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011; sin embargo por afio y muestreo
(verano e invierno), la frecuencia de positividad fue de 22.22% y 22.27% en 2009, 14.28% y
37.5% en 2010, 18.18% y 0% en 2011.

Lo cual indica que durante todo el periodo de muestreo ambos prociénidos estuvieron en contacto
con ascaridos, presentandose la reaccion contra este antigeno y los anticuerpos contendidos en el

suero de los animales en un 20% de positividad del total de muestras obtenidas.
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Figura 42. Reactividad de los sueros de coaties contra el antigeno de Ascaris suum por ELISA. Se exhibe la reactividad presente de
las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y muestras
procesadas. En afio 2009, de 19 muestras obtenidas en verano hubo 6 positivas, a su vez en invierno de 31 muestras recolectadas hubo 8
positivas. En 2010, de 35 muestras adquiridas en verano hubo 9 positivas, en época de invierno de 25 muestras logradas hubo 3
positivas. En 2011, de 29 muestras logradas en verano hubo 7 positivas, por Gltimo en invierno de 28 muestras recolectadas hubo 4

positivas.
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Figura 43. Reactividad de los sueros de mapachees contra el antigeno de Ascaris suum por ELISA. Se exhibe la reactividad
presente de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y
muestras procesadas. En afio 2009, de 9 muestras obtenidas en verano hubo 2 positivas, a su vez en invierno de 11 muestras
recolectadas hubo 3 positivas. En 2010, de 7 muestras adquiridas en verano hubo 1 positiva, en época de invierno de 8 muestras logradas
hubo 3 positivos. En 2011, de 11 muestras logradas en verano hubo 2 positivas, por Gltimo en invierno de 14 muestras ninguna fue

positiva.
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7.6.2 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Fasciola hepatica
Las figuras 44 y 45 muestran la determinacion de anticuerpos contra F. hepatica. En lo que se

refiere a coaties y mapaches, se encontr6 una frecuencia de positividad nula del total de 171y 60

muestras tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011.
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Figura 44. Reactividad de sueros de coaties contra el antigeno de Fasciola hepatica por ELISA. Se exhibe la reactividad presente de
las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y muestras

procesadas. En que del total de 171 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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Figura 45. Reactividad de sueros de mapaches contra el antigeno de Fasciola hepatica por ELISA. La imagen muestra la
reactividad presente de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo,

testigo negativo y muestras procesadas. En que del total de 60 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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7.6.3 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Taenia crassiceps
Las figuras 46 y 47 muestran la determinacion de anticuerpos contra T. crassiceps. En lo que se

refiere a coaties y mapaches, se encontr6 una frecuencia de positividad nula del total de 171y 60

muestras tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011.
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Figura 46. Reactividad de sueros de coaties contra el antigeno de Taenia crassiceps por ELISA. Se exhibe la reactividad presente de
las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y muestras

procesadas. En que del total de 171 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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Figura 47. Reactividad de sueros de mapaches contra el antigeno de Taenia crassiceps por ELISA. Se exhibe la reactividad
presente de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y

muestras procesadas. En que del total de 60 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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7.6.4 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Toxocara canis
Las figuras 48 y 49 muestran la determinacion de anticuerpos contra T. canis. En lo que se refiere

a coaties y mapaches, se encontré una frecuencia de positividad nula del total de 171 y 60

muestras tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011.
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Figura 48. Reactividad de sueros de coaties contra el antigeno de Toxocara canis por ELISA. Se exhibe la reactividad presente de
las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y muestras

procesadas. En que del total de 171 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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Figura 49. Reactividad de sueros de mapaches contra el antigeno de Toxocara canis por ELISA. Se exhibe la reactividad presente
de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo negativo y

muestras procesadas. En que del total de 60 muestras obtenidas durante todo el periodo ninguna es positiva.
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7.6.5 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Trichinella spiralis
Las figuras 50 y 51 muestran la determinacion de anticuerpos contra T. spiralis. En lo que se

refiere a coaties, se encontr6 una frecuencia de positividad del 3.5% del total de 171 muestras
tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011; sin embargo por afio y muestreo (verano e
invierno), la frecuencia de positividad fue nula tanto en 2009 y 2010. Esto cambio en 2011 donde
se encontro positividad de 6.89% y 14.28%.

Refiriéndose a mapaches, se encontré una frecuencia de positividad del 3.3% del total de 60
muestras tomadas en el periodo comprendido de 2009 a 2011; sin embargo por afio y muestreo
(verano e invierno), la frecuencia de positividad fue nula tanto en 2009 y 2010. Esto cambio en
2011 donde se encontr6 positividad de 9.09% y 7.14%.

Lo cual indica que durante el periodo comprendido hasta 2010 no hubo reactividad contra este
helminto en ambos procionidos pese a ello en los Gltimos dos muestreos surgio un posible brote
de contacto asociado a este trichinelido presentdndose la reaccién contra este antigeno y los
anticuerpos contendidos en el suero de ambos animales en un 3% de positividad del total de

muestras obtenidas.
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Figura 50. Reactividad de los sueros de coaties contra el antigeno de Trichinella spiralis por ELISA. Se exhibe la reactividad
presente de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo
negativo y muestras procesadas. Se aprecia que tanto en afio 2009 como 2010 que ninguna muestra procesada en este periodo fue
positiva. Sin embargo en afio 2011, de 29 muestras obtenidas en verano hubo 2 positivas y en invierno de 28 muestras hubo 4

positivas.
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Figura 51. Reactividad de los sueros de mapaches contra el antigeno de Trichinella spiralis por ELISA. Se exhibe la reactividad
presente de las muestras del periodo 2009 a 2010 leidas a 490nm, de izquierda a derecha se muestra el testigo positivo, testigo
negativo, siguiendo las muestras procesadas. Se aprecia que tanto en afio 2009 como 2010 que ninguna muestra procesada en este
periodo fue positiva. Sin embargo en afio 2011, de 11 muestras obtenidas en verano hubo 2 positivas y en invierno de 14 muestras

hubo 4 positivas.

7.7 DETERMINACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE IET
Par las muestras con resultado positivo para Ascaris suum (figuras 52, 53, 54 y 55) y Trichinella
spiralis (figura 56) se determino la reactividad de los sueros por técnica de
inmunoelectrotransferencia. Realizado conforme a la metodologia indicada anteriormente.
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Figura 52. Reactividad de sueros de coaties contra el antigeno de Ascaris suum (muestreos afio 2009) por
inmunoelectrotransferencia. De izquierda a derecha se muestran testigo negativo y positivo, posteriormente muestras de verano e
invierno todas ellas positivas en ELISA, se puede observar que comparten bandas de 150Kda ,75Kda y algunos banda de 40Kda con el

testigo positivo.
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Figura 53. Reactividad de sueros de coaties contra el antigeno de Ascaris suum (muestreos afio 2010) por
inmunoelectrotransferencia. De izquierda a derecha se muestran testigo negativo y positivo, posteriormente muestras de verano e

invierno, todas ellas positivas en ELISA, se puede observar que comparten bandas de 150Kda y 75Kda con el testigo positivo.
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Figura 54. Reactividad de los sueros de mapaches contra el antigeno de Ascaris suum (muestreos 2009-2010) por
inmunoelectrostransferencia. De izquierda a derecha se muestran testigo negativo y positivo, posteriormente muestras de verano e
invierno 2009, siguiendo verano e invierno 2010, todas ellas positivas en ELISA, se puede observar que comparten banda de 150Kda

y 75Kda con el testigo positivo.
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Figura 55. Reactividad de los sueros de mapaches y coaties contra el antigeno de Ascaris suum (muestreos afio 2011) por
inmunoelectrotransferencia. De izquierda a derecha se muestran testigo negativo y positivo, posteriormente muestras de verano e
invierno de coaties, prosiguiendo muestras de verano de mapaches, todas ellas positivas en ELISA, se puede observar que comparten

banda de 150Kda algunas de 69Kda y 75Kda con el testigo positivo.
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Figura 56. Reactividad de los sueros de coaties y mapaches contra el antigeno de Trichinella spiralis (muestreos afio 2011) por
inmunoelectrotransferencia. De izquierda a derecha se muestran testigo negativo y positivo, posteriormente muestras de verano e
invierno de coaties, prosiguiendo muestras de verano e invierno de mapaches, todas ellas positivas en ELISA, se puede observar que
comparten bandas de 55,50 y 45Kda con el testigo positivo.

7.8 DETERMINACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE AGLUTINACION
(REACCIONES FEBRILES)

La determinacion de anticuerpos contra bacterias por aglutinacion se realizd haciendo la
determinacion de 8 a 10 muestras por muestreo tanto de coaties como de mapaches para que
tuviesen el mismo numero de muestras en ambos sujetos de estudio. La interpretacion fue
siguiendo el inserto del equipo comercial, tomando en cuenta para este método el testigo positivo
(titulo de 1:160-1:320 en los distintos antigenos); lo cual se corrobord con el inserto del “kit” de
antigenos febriles de BioRad® que menciona que el titulo minimo es de 1:80. Ademas el testigo
negativo no mostro aglutinacion con ninguno de los antigenos enfrentados. El criterio utilizado
para considerar un suero como normal fue que estos sueros fueran reactivos entre los titulos de
1:20,1:40 y hastal:80 (figuras 57, 58, 59, 60, 61y 62).
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Figura 57. Reactividad de los sueros de coaties del periodo 2009 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles por
aglutinacion. Se exhibe la reactividad de los sueros contra antigenos febriles, de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos
que indican presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el
antigeno para reconocer Brucella y por altimo el antigeno que mediante reaccién cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se
puede observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las

9y 8 muestras analizadas en las dos épocas.
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Figura 58. Reactivad de los sueros de mapaches del periodo 2009 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles
por aglutinacion. Se exhibe la reactividad contra antigenos febriles, de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos que indican
presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el antigeno
para reconocer Brucella y por Gltimo el antigeno que mediante reaccion cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se puede
observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las 9y 8

muestras analizadas en las dos épocas.
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Figura 59. Reactividad de los sueros de coaties del periodo 2010 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles por
aglutinacion. Se exhibe la reactividad contra antigenos febriles, donde de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos que
indican presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el
antigeno para reconocer Brucella y por dltimo el antigeno que mediante reaccion cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se

puede observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las

7'y 6 muestras analizadas en las dos épocas.
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Figura 60. Reactividad de los sueros de mapaches del periodo 2010 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles
por aglutinacion. Se exhibe la reactividad contra antigenos febriles, donde de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos que
indican presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el
antigeno para reconocer Brucella y por ultimo el antigeno que mediante reaccion cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se

puede observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las

7'y 6 muestras analizadas en las dos épocas.
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Figura 61. Reactivad de los sueros de coaties del periodo 2011 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles por
aglutinacion. Se exhibe la reactividad contra antigenos febriles, donde de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos que
indican presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el
antigeno para reconocer Brucella y por altimo el antigeno que mediante reaccion cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se
puede observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las

11y 14 muestras analizadas en las dos épocas.
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Figura 62. Reactivad de los sueros de mapaches del periodo 2011 contra antigenos bacterianos causantes de cuadros febriles
por aglutinacién. Se exhibe la reactividad contra antigenos febriles, donde de izquierda a derecha se muestran los dos antigenos que
indican presencia de Salmonella typhi, siguiendo los dos antigenos que indican presencia de Salmonella paratyphi, continuando el
antigeno para reconocer Brucella y por altimo el antigeno que mediante reaccién cruzada busca tanto a Proteus como a Rickettsia. Se
puede observar que hay titulos solo para los antigenos que detectan presencia de Salmonella typhi en un rango desde 20 hasta 80 en las

11y 14 muestras analizadas en las dos épocas.
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8. DISCUSION

8.1 OBTENCION DE SUEROS DE COATIES Y MAPACHES

Conforme a los muestreos realizados durante el periodo comprendido de 2009-2011, se observa
que hay diferencia entre el nimero de muestras entre coaties y mapaches, esto debido al método
de captura utilizado en ellos, tomando en cuenta para la eleccion del método de captura los
habitos de las especies, sabiendo que los coaties son de costumbres diurnas se recurrié al método
de dardeo, los mapaches que por naturaleza son nocturnos se trampearon. Teniendo en mente lo
anterior se puede decir que tiene mucho que ver el método utilizado en ellos, en donde el método
de dardeo es mas especifico ya que se captura el espécimen deseado y el método de trampeo es
inespecifico ya que no siempre se captura el animal querido (Evans, 2002), pese a eso se logro
obtener una cantidad representativa de sueros de ambas especies, en cuyo caso no se eligio el
sexo ni la edad ya que en realidad fueron muestreos azarosos puesto que no se tiene la estimacion
de cuantos animales constituyen la poblacion local.

Las capturas de prociénidos estan reportadas en los trabajos de Evans, (2002) y Fowler, (1978)

por citar algunos. Por lo que el manejo y captura de los mismos ya fue realizado con anterioridad.

8.2 OBTENCION DE HELMINTOS

Los helmintos utilizados en este proyecto como modelo para determinacién de anticuerpos se
obtuvieron de distintos recursos. Los parasitos de Ascaris suum y Toxocara canis, se obtuvieron
de intestinos de cerdos y perros respectivamente, infectados naturalmente, los gusanos de Ascaris
suum fueron obtenidos de un rastro de Toluca ya que es dificil encontrar cerdos parasitados de
forma natural en rastros cuyo control sanitario sea controlado, por lo que solo en cerdos de
traspatio es posible encontrar infecciones naturales con Ascaris suum. En México y en otras
partes del mundo esta forma de obtencidn de gusanos adultos es el inico modelo viable (Frontera
y cols., 2001, Yoshihara vy cols., 2008, Yoshihara y cols., 1993, Kennedy y cols., 1989, Martinez-
Barbosa, 2000).

La obtencién de gusanos de Toxocara canis se realizd visitando un centro de control canino
donde era mas factible encontrar el helminto ya que los perros recluidos en estos centros a
menudo son hospedadores de este parasito.

Para obtener Fasciola hepatica se visito distintos rastros pero solo se pudo conseguir un higado
del cual se obtuvieron los parasitos, donado por el rastro municipal de Pachuca, Hidalgo en todo
el tiempo que durd el proyecto, esto debido a la aplicacion de la NOM-194-SSA1-2004, en donde

se especifica que cualquier viscera roja de un animal infectado debe ser decomisada.
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Las larvas musculares de Trichinella spiralis se obtuvieron del musculo esquelético de las ratas
wistar, mediante la digestion enzimatica de la rata, donde se liberan las larvas encapsuladas del
musculo por la accion del HCI y pepsina que con ayuda de movimiento mecanico y temperatura
como lo describe el trabajo de Pefia, 2001, propician las condiciones optimas para degradar el
musculo y liberar las larvas (Pefia, 2001;Steffan, 1987).

Los metacestodos de Taenia crassiceps fueron obtenidos de la parte peritoneal del raton, debido
a gue se concentran en su tejido conectivo subcutaneo, las cavidades pleural y peritoneal de estos
por lo que su obtencion es sumamente sencilla y su reproduccién asexual (estrobilacién) por
gemacion (Fischer, 1994) hace que se obtengan una gran cantidad de ellos.

Debido a la problemaética de obtencion de algunos helmintos es necesaria la implementacion de
un modelo experimental que satisfaga la adquisicion de estos helmintos.

8.3 PREPARACION DE ANTIGENOS Y DETERMINACION DE PROTEINAS

La produccion de las diversas soluciones antigénicas se baso en la obtencion de los parasitos
adecuados (gusanos adultos, larvas musculares y metacestodos) de las fuentes indicadas
anteriormente, los cuales fueron sometidos a diferentes tratamientos para obtener soluciones
antigénicas de empleo rutinario en el diagnéstico humano a partir de métodos mecanicos basados
en la ruptura de tejidos, células, etc. (extracto crudo y recuperacion de fluido vesicular) 6
productos de excrecidn y secrecion a partir de cultivo de parasitos , para su posterior uso en las
técnicas diagndsticas. (De la rosa et al., 2000; Gonzalez, 2009; Gutiérrez, 2008; Méndez, 2010).
Originalmente se tenia pensado realizar el antigeno de los productos de excrecidn-secrecion para
los helmintos trabajados a excepcidon de Taenia, ya que este antigeno libera gran cantidad de
glicoproteinas que presentan componentes antigénicos (Meghji y Maizels, 1986; De Savygny,
1979; Espino, 1987) que son mas especificos en los inmunoensayos, pero debido a problemas
para obtener algunos helmintos vivos, como los gusanos de Ascaris suum gue ya se encontraban
muertos cuando llegaron al laboratorio, ademas también los gusanos encontrados de Fasciola
hepatica, ya estaban muertos por el tiempo que tenia el higado de ser extraido del animal, asi
como el ndmero de gusanos obtenidos era poco para poder obtener el antigeno (Marcel et al.,
2002); para solucionar esto se podria emplear un modo experimental en el laboratorio como se
dijo anteriormente, que satisfaga la necesidad de estos antigenos en futuros proyectos. Por lo que
como alternativa se opt6 por el extracto total antigénico de ambos helmintos, se tomo las partes
posteriores de hembra y macho de Ascaris suum, para incluir en el antigeno tanto aparatos

reproductores masculinos como femeninos, que pudieran contener huevos, asi como las visceras.
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En el caso de Fasciola hepatica, se utilizaron gusanos libres de detrito celular para no interferir
en la elaboracion de este antigeno. Este tipo de antigeno en periodo corto de tiempo
aproximadamente de un mes comienza a degradarse, por lo que se apresuro a su utilizacion.

Los helmintos que se lograron procesar vivos fueron Toxocara canis y Trichinella spiralis
quienes se mantuvieron en un medio de cultivo el cual les permitiera subsistir, mediante cambios
periddicos de este medio (Lehner y Sewell, 1980) que al virar, daba la constancia de la presencia
de los productos metabdlicos que liberan los parasitos al medio circundante, lo que se conoce
como antigeno de excrecion y secrecion el cual se mantuvo libre de contaminacion
microbioldgica que afectase su integridad.

La eleccion del antigeno de fluido vesicular de T. crassiceps fue debido por su alta sensibilidad,
especificidad y por su facilidad de obtencidn en condiciones controladas de laboratorio (Fischer,
1994) ya que representa una alternativa confiable en la optimizacion del diagnéstico en el suero.
La adicion de inhibidores fue para retardar la degradacion de las proteinas y demas moléculas que
conforman los antigenos y se encontraran integros a la hora de su utilizacion. Ademas la
conservacion de los antigenos a -20°C reduce al igual la degradacion. Para una mejor
conservacion de estos antigenos en el futuro se menciona que la temperatura adecuada es de -
80°C (Frontera E, 1998; Kennedy et al., 1989) por lo que puede ser tomado como modelo en
futuros estudios.

Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas de los antigenos obtenidos, se realiz6 por el método colorimétrico
de Bradford, realizando la curva tipo presentada en la figura 34. Para los extractos totales
antigénicos, se realiz6 unadilucion de 1:10, debido a que presentaban una gran cantidad de
proteinas y los valores de absorbancia no entraban dentro de los valores de la curva tipo, como se
observa en el cuadro 2. Estos antigenos tienen una alta concentracion de proteinas al obtenerse
del parasito completo en comparacién con los productos de excreciéon y secrecion (PES) de
Toxocara canis y Trichinella spiralis en donde la produccién que ha sido estimada de PES es de
200 pg por dia (Meghji y Maizels, 1986). Ademas el antigeno de fluido vesicular que también

contiene muy poca cantidad de proteinas debido al tratamiento que se le da para obtenerlo.

8.4 PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS ANTIGENOS

A los antigenos parasitarios obtenidos, se les realiz6 un corrimiento electroforético en gel de
poliacrilamida al 12% con la finalidad de observar su integridad y verificar que no se encontraran
degradados, como se puede observar en la figura 35, en el corrimiento de los antigenos, se
observan bandas separadas y otras muy grandes que posiblemente conformaban varias bandas de

proteinas u otras moléculas, lo cual corroboré la alta complejidad proteica de los antigenos.
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8.5 TITULACION DE CONJUGADO Y DE SUERO

La determinacion de estos parametros fue de vital importancia ya que no se cuenta con estudios
realizados en procionidos, esto se logré utilizando sueros de ratones inmunizados con los
antigenos a diagnosticar en este proyecto debido a que no era factible la inmunizaciéon de
procionidos por la dificultad de manejo en animales silvestres y cuidados para su manutencién.
Revisando las graficas presentadas se observa que la dilucion de suero y conjugado en la que se
observé una diferencia entre el suero positivo y suero negativo fue 1:1000 de conjugado y 1:400
de suero en los distintos antigenos. Puesto que a una dilucion mayor en el conjugado la
sensibilidad disminuye y a una dilucion menor la diferencia no es significativa. En lo que se
refiere al posible problema de utilizar un control negativo de un mamifero diferente a la familia
de los procionidos para diagnosticar la presencia de anticuerpos en estos. Se utilizdé un suero de
mapache doméstico libre de parasitos (negativo) para tener un valor de referencia, con el fin de
comparar absorbancias con el suero negativo de ratén para corroborar la existencia de diferencia
significativa utilizando el ensayo antes mencionado.

En este estudio de comparacién se aprecia una diferencia minima entre ambos a la dilucién de
suero y conjugado elegidas como Optimas. Para que el valor fuese mas representativo en la

determinacion de un diagnostico se recurrio a usar el de suero de mapache como negativo.

8.6 DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR ELISA

Los métodos serolégicos, en particular, el ELISA, provee oportunidades para la deteccion rapida
de la infecciones que pueden estar cursando en un ser vivo, anteriormente estos estudios solo se
realizaban en humano, pero recientemente ha habido un auge en la blsqueda de anticuerpos en
animales para mostrar posibles fuentes de enfermedades zoondticas que pudieran afectar a los
humanos por ejemplo triquinelosis, fasciolosis por citar algunas.

La implementacion de ELISA en este proyecto permitio analizar un gran nimero de muestras de
manera sencilla y sin mayor infraestructura para la busqueda de la prevalencia existente de
trematodos, cestodos y nematodos, utilizando como fuente de antigeno los helmintos
seleccionados en este estudio para la busqueda de anticuerpos contra antigenos que pudieran
evidenciar contacto con dichos helmintos o algunos cercanos filogenéticamente a ellos que
conserven biomoléculas antigénicas muy conservadas que generen una reaccion cruzada con el

antigeno utilizado.
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8.6.1 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Ascaris suum y Toxocara canis

Esta determinacion se realizé para comprobar si los antigenos preparados eran reactivos contra
los anticuerpos presentes en los sueros obtenidos. La busqueda de anticuerpos en conjunto de
estos dos ascaridos es debido a una aparente reaccidon cruzada, la cual se ha asociado a que
comparten sitios antigénicos muy parecidos, que hacen que los reconozcan no solo los
anticuerpos generados por ellos mismos si no por los anticuerpos generados por el otro nematodo
(Méndez, 2010). Esto podria causar confusion en el diagnostico y dar un falso positivo, al dar un
resultado positivo aungue el suero no contenga los anticuerpos especificos para el parésito en
cuestion. Buscando muestras de indicios de contacto de ambas familias con la fauna de estudio, se
encontrd reactividad durante todos los muestreos contra el antigeno de Ascaris suum en ambos
procionidos en un porcentaje de prevalencia de 22 % y 18% del total de muestras trabajadas, lo
que sugiere pueda tratarse de una enfermedad endémica como lo es la baylisascariosis (Botero,
2004). Puesto que Ascaris suum posee similitud antigénica entre parasitos de la familia
Ascarididae como Ascaris lumbricoides entre otros, la cual ha sido ampliamente registrada en
articulos cientificos (Loreille y Bouchet, 2003, Marquardt et al., 2000, Yoshihara et al., 2008,
Martinez-Barbosa et al., 2000) indica un posible contacto con la familia Ascarididae o algln otro
helminto préximo evolutivamente que compartan biomoléculas antigénicas muy conservadas

entre ellos y actlen como epitopos que generan la reaccion cruzada.

La reactividad presente en los sueros contra el antigeno de Toxocara canis no se presento, pese a
que este helminto presente similar antigenicidad con las demas especies que conforman la familia
Toxocaridae como Toxocara cati (De Savigny, 1979), el cual se ha encontrado en el parque en
estudios taxonémicos en gatos domeésticos, los cuales estan en contacto con la fauna silvestre del
lugar.

Por lo que se sospecho que pudiesen encontrarse en los sujetos de estudio, sin embargo no se
detecto, por lo que posiblemente el helminto detectado seroldgicamente se trate de un ascarido
gue no presenta cruzamiento antigénico con la familia Toxocaridae. Para resolver esa duda seria
pertinente hacer una purificacion de estos antigenos para mejorar la sensibilidad del método de
diagndstico y plantear asi una hipotesis en la que se determine el contacto con uno u otro

helminto.
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8.6.2 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Fasciola hepatica y Taenia
crassiceps

La determinacion de estos anticuerpos se baso en encontrar reactividad contra el antigeno de
Fasciola hepatica como modelo de blsqueda de anticuerpos en suero contra trematodos
perteneciente a la familia Fasciolidae u otros helmintos cercanos a su linea evolutiva como se ha
descubierto recientemente con los turbelarios como Dugesia sp., donde los anticuerpos contra un
helminto reconocen de manera heteréloga las biomoléculas inmunogénicas del antigeno del otro
gusano (Almanza, 2012) utilizando extracto total antigénico. Por lo que se trato de recrear con el
modelo Fasciola buscar una reaccion similar a la antes mencionada contra otros trematodos.

La busqueda de anticuerpos de trematodos es una linea de investigacion en continuidad a los
hallazgos encontrados en coaties del parque “La Venta” de un helminto de importancia zoonética
como lo es el trematodo Ascocotyle (Phagicola) nana (Hernandez, 2006) que ademas también ha
sido reportado en mapaches (Scholz, 2001) el cual es muy cercano a Fasciola hepatica puesto
que ambos pertenecen a la subclase Digenea y su ciclo de vida es muy similar, para buscar la ain
existencia de este trematodo en los prociénidos, se recurrié a una posible reaccion cruzada con
Fasciola hepatica, debido a la dificultad de obtener especimenes de Ascotyle por la normativa que
actualmente existe en el parque que dificulta su adquisicion.

Se observé que la reactividad entre el antigeno y los anticuerpos presentes en las muestras no
mostrd valores de absorbancia superiores o iguales al punto de corte establecido por lo que los
anticuerpos no reconocieron a Fasciola hepatica por alguna de las siguientes razones, no se
encontraban anticuerpos los cuales reaccionaran contra las moléculas antigénicas de trematodos
de la familia Fasciolidae o bien tal vez se encuentre algun otro trematodo el cual no sea
reconocido por estos anticuerpos como lo pudo ser Ascotyle que aungue sea un trematodo no
pertenece a la misma familia ya que este pertenece a la familia Heterophyidae y puede que no
tenga las biomoléculas inmunoantigénicas que reconozca la familia Fasciolidae.

Ademas se busco la presencia de anticuerpos contra cestodos usando el modelo murino de Taenia
crassiceps que ha proporcionado importantes avances en el diagndstico de cisticercosis por lo que
es ampliamente utilizado para evaluacion de antigenos de la familia Taeniidae debido a que esta
presenta grandes similitudes estructurales y antigénicas por ello es una fuente de antigeno para la
busqueda de anticuerpos que pudieran evidenciar contacto con miembros de esta familia (Sciutto,
1995). La reactividad mostrada contra este antigeno no mostro6 valores de absorbancia superior o
iguales al punto de corte establecido en ELISA por lo que se descarté el contacto de los
prociénidos con cestodos de la familia Taeniidae puesto que no reconocieron los anticuerpos

presentes en el suero alguna parte antigénica de estos helmintos.
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8.6.3 DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Trichinella spiralis

La determinacion de anticuerpos se enfoco a la busqueda de un probable contacto con la familia
Trichinellidae u otro helminto semejante antigénicamente.

De acuerdo a los resultados presentados se observé durante los primeros cuatro muestreos una
nula reactividad contra este antigeno, posteriormente durante los Gltimos muestreos se observo
gue algunos presentaron anticuerpos contra este antigeno en un porcentaje de prevalencia de 3.4%
del total de muestras trabajadas de ambos procidnidos, por lo que pudiera ser una infeccion
ocasional.

Pero si se acepta que los anticuerpos detectados fueron sintetizados como respuesta a estimulos
antigénicos provenientes del contacto con Trichinella sp. quiere decir que algo hizo que la
helminto fauna de estos mamiferos fuera modificada, como lo pudo ser la depredacién de ratas
que tienen libre acceso al parque, o bien adquiriendo la infeccién por el consumo de carne de
algun otro animal silvestre en el parque que posiblemente pueda fungir como hospedador de este
parasito. Seria importante determinar si en verdad estos mamiferos estan parasitados con este
helminto puesto que estos mamiferos han llegado a ser consumidos como platillos exéticos por la
poblacion cercana al parque (de-la-Cruz, 2008), por lo que cobra una gran relevancia el estudiar

mas en el tema para garantizar que la poblacién no se encuentre en peligro.

8.7 DETERMINACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE IET

Al haber obtenido tantas muestras positivas en ELISA se decidié observar que bandas
diagnosticas eran las mas reconocidas por estas muestras mediante la inmunoelectrotransferencia
para confirmar si la reactividad del antigeno era existente en ambos métodos y tener una
herramienta mas para confirmar el contacto que tienen los prociénidos con la familia Ascarididae
u otro helminto cercano a este. Como se observa en las inmunoelectrotransferencias descritas en
la seccion de resultados, no hay un reconocimiento especifico de bandas, basandose en trabajos
de Frontera, et al., 2001 y Kennedy et al., 1988, la zona que es reconocida por los anticuerpos es
la que esta entre 205 y 97 kDa comun entre los ascaridos pertenecientes a la familia Ascarididae
pero sin ser especifica. El patron de bandas mas predominante encontrada en los muestras se
encuentra entre la region de los 69 y 150 kDa, aunque es heterogéneo sin tener una zona
especifica de reconocimiento por lo que se puede decir que posiblemente el contacto sea con
ascaridos por el parecido al bandeo en el patron electroforético. Es tal la complejidad antigénica
de los ascéridos que no se tienen muchos estudios sobre las glicoproteinas secretadas por la

familia Ascarididae que actGan como epitopos en los inmunensayos.
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Sin embargo, se ha demostrado la presencia de antigenos de los Sistemas de Grupo Sanguineo
ABO, P (Antigeno P1) y Glob en Ascaris lumbricoides, ademéas de antigenos de superficie, los
cuales han sido coincidentes con los epitopos expresados por sus hospederos, sugiriendo su
participacion en el fendmeno de mimetismo molecular (Ponce, 2002, 2006 y 2007). Debido a la
complejidad proteica antes mencionada hace dificil el decir si pudo o no haber contacto de los
procionidos con Baylisascaris debido al reconocimiento inespecifico de bandas provisto por IET
lo cual no asegura que se trate de este género, sin embargo de acuerdo al trabajo de Kazacos,
(2009) el patron mostrado por las IET realizados por este autor presenta cierta similitud con las
bandas antigénicas vistas en este proyecto, por lo que el contacto con Baylisascaris no queda
descartado.

Para confirmar la reactividad presentada en ELISA por parte de las muestras positivas al antigeno
de Trichinella spiralis se recurrié a determinar si al igual existia por Western Blot, la mayoria de
sueros reaccionaron contra el antigeno de excrecion y secrecion, identificando bandas cuyo peso
molecular corresponde al de aquellas consideradas como diagnosticas del contacto con

T. spiralis, es decir, aquellas con peso molecular relativo de 44, 49 y 55 kDa (Su y Prestwood,
1991; de-la-Rosa y Correa et al., 1996), Las glicoproteinas con un peso molecular de 50-55 kDa
son secretadas por los alfa-esticocitos, mientras que los de 48 kDa son secretados por las células
beta (Silberstein y Despommier, 1984). Se encuentran dentro de estas bandas diagnosticas, los
diferentes tipos de antigenos de la familia TSL, TSL-1 (45-100 kDa), TSL2 (45 kDa), TSL3
(45kDa) y TSL-5 (35 kDa), presentes en los productos de excrecion y secrecion de la larva
muscular (Correa et al., 1996). Muchas de estas proteinas esta glicosiladas con la beta-tivelosa, la
cual se presenta de manera es Unica en el género Trichinella (Ellis et al., 1997).

Para mejorar este estudio de busqueda de anticuerpos seria importante tratar de realizar antigenos
purificados como se dijo con anterioridad con los ELISA, pudiendo asi tener mejores resultados

en la basqueda de bandas especificas.
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8.8 DETERMINACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE AGLUTINACION
(REACCIONES FEBRILES)

Las reacciones febriles son pruebas que han venido a caer en desuso, sin embargo en muchos
paises en vias de desarrollo como México se siguen utilizando por ser pruebas baratas y rapidas,
pero en paises desarrollados son cada vez menos utilizadas por su pobre valor diagndstico.

Estas pruebas se utilizaron como un estudio piloto para observar si los procionidos eran
presuntivos portadores de anticuerpos contra alguna de estas bacterias febriles, ya que como se
sabe los animales silvestres y los insectos pueden ser portadores de algunas enfermedades graves
que incluyen la rabia, el tétanos, la enfermedad de Lyme, la Fiebre Manchada de las Montafas
Rocosas, salmonelosis entre otras. Las mordidas y los rasgufios de animales, aunque sean
pequefias, pueden infectarse y diseminar bacterias a otras partes del cuerpo (Quiroz, 2005).

En estudios realizados por Jardine y colaboradores en 2011 se ha descrito que sea ha aislado
distintos serotipos de Salmonella en animales salvajes en Ontario, Canada, entre los cuales se
encuentran los mapaches, por lo que se busco si en esta poblacién de procidnidos pudiesen
también estar presentes ayudados de aglutinaciones.

Las pruebas consistieron en detectar en suero la presencia de "anticuerpos" o "células de
memoria”, las cuales indicaran contacto previamente con diferentes tipos de bacterias, o bien que
se habia cursado una enfermedad.

La presencia de Salmonella typhi se determind mediante la aparicién de aglutininas O y H en el
suero como respuesta a la estimulacién creada por los antigenos somaticos O y flagelares H de la
Salmonella. EI Ag VI de superficie no suele emplearse en el diagnéstico seroldgico porque los Ac
gue produce tienden a desaparecer de la sangre inmediatamente después de la mejoria clinica. Las
aglutininas O aparecen con precocidad, alcanzan titulos bajos y desaparecen rapidamente; las H
aparecen mas tarde, alcanzan titulos elevados y se conservan mas tiempo, pudiendo demostrarse
titulos bajos durante mas de un afio (House, 2001). El determinar la presencia para Salmonella
paratyphi ha ido en desuso puesto que solo es identifica si se cursa una fiebre paratifoidea del tipo
A o B mediante la aparicion de aglutininas contra el antigeno Paratyphi A (Flagelar a) y antigeno
Paratyphi B (Flagelar B 1,2) que generalmente son raras y de un curso mas benigno que la fiebre
tifoidea (Zailani, 2003).

Debido a la falta de especificidad de las reacciones anteriores, se interpretaron los resultados en
el contexto clinico de los animales como sanos. Los cuales no presentaban ningun signo de
enfermedad, ademas los titulos presentados fueron bajos y entraban dentro del rango normal de
aglutininas, considerando que el rango normal es hasta un titulo de aglutininas de 1:80 en

humanos y se considero el mismo para animales.
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Al buscar un posible contacto con Brucella se buscan anticuerpos tanto 1IgG como IgM, donde
los titulos pueden persistir en cifras bajas durante meses o afios, un titulo mayor a 1:160 de
aglutininas indica un caso de brucelosis crénica después de 3 semanas de infeccion.

Titulos de hasta 1:40 se consideran normales (Lucero, 2007). Lo observado experimentalmente es
gue no hubo aglutinacién contra este antigeno por ende se descarta el contacto con el mismo.

Los anticuerpos detectados para Proteus OX-19 y rickettsias son del tipo IgM que aparecen entre
el 5to y 10mo dia de aparicion del los sintomas por lo que es poco sensible y especifica
(Eremeeva, 1994).Los resultados obtenidos fueron de nula aglutinacion, lo que indica que no hay
presencia de aglutininas en suero aungque como es poco especifica se necesita apoyo de pruebas

confirmatorias (fijacion del complemento, hemaglutinacién indirecta).
9. CONCLUSIONES

1. Se logro6 obtener una cantidad representativa de sueros de ambas especies un total de 231
sueros, 171 de coaties y 60 de mapaches durante el periodo comprendido del afio 2009 a
2011 de manera azarosa.

2. Con el fin de obtener los antigenos para el inmunodiagnéstico de las familias de
helmintos que posiblemente pudieren parasitar a los procionidos se recurrié al uso de los
antigenos para diagnostico de helmintiasis humanas que pueden ser utilizados como
marcadores de base para detectar la bldsqueda de anticuerpos de grandes taxa (orden,
familia) aprovechando reacciones cruzadas por parte de epitopos conservados a lo largo
de toda la filogenia de un grupo en particular.

3. Se obtuvieron las condiciones 6ptimas de dilucion de suero 1:400 y conjugado 1:1000
que garantizaron una reactividad perceptible al buscar anticuerpos contra los antigenos de
estudio.

4. Los inmunoensayos realizados, demostraron la presencia de anticuerpos contra ascaridos
y trichinellidos en un 20 y 3.4 % respectivamente del total de muestras obtenidas. Lo cual
sugiere un posible contacto con estos helmintos, pudiendo o no estar parasitando a los
sujetos de estudio.

5. En lo que se refiere a la busqueda de aglutininas mediante reacciones de aglutinacién en
suero no se encontraron titulos que aseveren contacto con bacterias asociadas al cuadro
febril.
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10. PERSPECTIVAS

a)

b)

c)

d)

Realizar mas estudios taxondémicos de la helmintofauna de los procionidos para saber si
pueden ser un potencial peligro para estos y para los que interacttian con ellos.

Realizar estudios inmunoldgicos, probando esta vez antigenos purificados para buscar los
anticuerpos homologos que arrojen mejores resultados en el diagnostico.

Llevar a cabo la busqueda de anticuerpos contra lo diagnosticado en este proyecto a
personal laboral del parque que se encuentra en contacto con los procionidos para saber si
pueden estar en peligro de adquirir una enfermedad zoonotica.

Siguiendo con la linea de investigacion de bacterias seria mas conveniente seguir
mediante la siembra de hisopado rectales de los animales en medios de cultivo
bacteriol6gicos, lo cual garantizaria resultados méas confiables ya que con ninguna de las
reacciones febriles se puede hacer un diagnédstico definitivo de cualquier enfermedad

comprendida en ellas.
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11. ANEXO

Solucion amortiguadora de fosfatos (PB) 10X

NaH,PO,4 .H20--- ---2.62 ¢
Na,HPO, anhidro-------------------- 11509
H,O destilada -------------------- - 1000 mL

Medir 800 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitado.

Al vaso de precipitados se le agregan 2.62 g de NaH,PO,4 H,O (fosfato de sodio monobéasico y se
disuelve.

Pesar 11.5 g de Na,HPO, (fosfato de sodio dibasico anhidro), se adicionan al vaso de precipitados
y se disuelve (ésta sal tarda en disolverse).

La disolucién se afora a 1000 mL con agua destilada.

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS pH 7.2)

PB 10X 100 mL
NAC - 8.75¢
H,O destilada---- 900 mL

En una probeta se miden 100 mL de PB 10X (Sol. 1) y se vacian en un vaso de precipitado.

En la misma probeta medir 900 mL de agua destilada, se agrega al vaso de precipitado que
contiene PB 10X y se mezcla.

Agregar 8.75 g de NaCl (cloruro de sodio) y disolver.

Ajustar el pH de la solucion a 7.2 con HCI 1N o con NaOH 1N.

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 37°C.

Solucion de lavado (PBS Tween 0.05%0)

PBS pH 7.2 1000 mL

Tween 20---- mm e 500 pL

A un litro de PBS pH 7.2 se agregan 500 ulL de Tween 20 y se disuelve por agitacion.
Envasar en un frasco de vidrio, etiquetar y guardar a 4°C.

Solucién estandar.- Albumina Sérica Bovina (ASB) 1 mg/mL

ASB---- --10 mg

H,O destilada---- ---10 mL

Disolver 10 mg de ASB en 5 mL de agua destilada.

Aforar la solucién en un matraz volumétrico a 10 mL

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.
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SOLUCIONES DE INHIBIDORES ENZIMATICOS
PMSF 100 mM (Fenilmetil sulfonil fluoruro) 174 mg

Isopropanol o etanol al 70%--------- ---10 mL

Disolver con agitacion constante. Mantener a -20 °C en frasco etiquetado.

TLCK 5X (N-a-p-tosil-L-lisina clorometil-cetona) ------------------ 5mg

H.,0O destilada------------=--===-==-mmeeeee- --1 mL

Disolver con agitacion constante y prepararla al momento. A partir de esta solucion 5X se hace

una dilucién para obtener una concentracion de 1 mg /mL. Conservar a -20°C en frasco

etiquetado.
TPCK 5X (N-Tosil-L-fenilamina clrometil cetona) ------------------ 5mg
Metanol----- --1mL

Disolver con agitacion constante y prepararla al momento. A partir de esta solucion 5X se hace
una dilucién para obtener una concentracion de 1 mg /mL, al momento de usarla. Se conserva a
-20°C en frasco etiquetado.

PMSF (fenil metilsufolnilfluoruro) al 0.06%

PMSF--- 6 mg

Isopropanol o etanol al 70 % 1mL

Disolver con agitacion constante. Mantener a -20 °C en frasco etiquetado.
Desoxicolato de sodio (DOC) al 10 %

DOC lg
Tris-base 10 mM pH 8 e LR L 10 mL

Disolver con agitacion constante. Mantener a temperatura ambiente.

PBS estéril + antibidticos
PBS esteéril---- - 100 mL
Mezcla de antibi6ticos (fungizona, amfotericina B 1mL/100 ml) --1 mL

Conservar a -20°C en frasco etiquetado.
SOLUCIONES PARA ELISA
Solucién Amortiguadora de Carbonatos 0.1M pH 9.6

Na,COj3--- ---3.18¢g
NaHCO; ---5.86 g
H,0O destilada---- --1000 mL

En una probeta medir 800 mL de agua destilada y vaciarlo en un vaso de precipitado.
Agregar 3.18 g de Na,COs (carbonato de sodio) y disolver.
Agregar 5.86 g de NaHCO; (bicarbonato de sodio) y disolver.
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Se ajusta el pH a 9.6 con HCI 1N o NaOH 1N y se afora a 1000mL.
Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Leche descremada-PBS-Tween 20

Leche Sveltes --------m-mmmmm oo 59

PBS-Tween 20 al 0.05% aforar 100 mL

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Hidroxido de Sodio 1 N.

NaOH ----40 g

H,O destilada---- 1000 mL

Disolver en bafio de hielo y con mucho cuidado, ya que la reaccion es exotérmica.

Envasar en un frasco, etiquetar y mantener a temperatura ambiente.
Buffer Citrato-Fosfato 75 mM, pH 5.0

Acido citrico ---- 1.92 g
Na,HPO,--- - 2.85¢
H,O destilada---- 100 mL

En una probeta medir 80 mL de agua destilada y vaciarlo en un vaso de precipitado.
Agregar 1.92 g de Na2CO3 (carbonato de sodio) y disolver.

Agregar 2.85 g de NaHCO3 (bicarbonato de sodio) y disolver.

Ajustar el pH a 9.6 con HCI 1N o NaOH 1N vy se afora a 100 mL

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Sustrato ELISA

Buffer Citrato-Fosfato 10 mL
Orto-Fenil-Diamina 4 ug
H,0, 3% 12 uL

NOTA: Debe prepararse al momento de usarse.

Solucion H,SO, 2N

H,SO, concentrado 53.3 mL
H,0 destilada aforar 1000 mL

Agregar lentamente el &cido al agua, manteniendo el matraz en bafio de hielo.

Envasar en un frasco de vidrio, etiquetar y guardar a 4°C.
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SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS Y ELECTROTRANSFERENCIA
Tris-Base 2M pH 8.8

Tris-base 60.55 g

H,0O destilada---- 250 mL

Medir 250 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitado.

Pesar 60.55 g de Tris-Base, agregar al vaso y disolver.

Ajustar el pH de la solucion a 8.8 con HCI 1N y NaOH 1N.
Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Tris-HCL 2M pH 6.8

Tris-HCI ---79¢g
H,O destilada---- ---250 mL
Medir 250 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitado.

Pesar 79 g de Tris-HCI, agregar al vaso y disolver.
Se ajusta el pH de la solucién a 6.8 con HCI 1N y NaOH 1N.
Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Acrilamida-Bisacrilamida 30%

Acrilamida--------------------o-msm oo 29.2¢
Bisacrilamida 08¢
H,O destilada---- 100 mL

Medir 70 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitado.

Agregar 29.2 g de acrilamida al vaso de precipitados y disolver.

Agregar 0.8 g de bis-acrilamida a la solucidn anterior y disolver.

Aforar con agua destilada a 100 mL en un matraz aforado.

La solucion se envasa en un frasco de vidrio &mbar, se etiqueta y se guarda a 4°C.
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 10%

SDS---- --10g

H,O destilada---- 100 mL

Medir 60 mL de agua destilada en una probeta.

Agregar a la probeta 10 g de SDS y disolver.
Aforar a 100 mL con agua destilada y guardar a temperatura ambiente en fracciones de 20 mL.

NOTA: Utilizar guantes y cubre boca.
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APS (Persulfato de amonio) al 10%.

APS---- -50 mg
H,0 destilada---- 450 uL
Pesar 50 mg de APS, agregarlo a 450 pL de agua destilada y disolver.

Envasar en un eppendorf, etiquetar y guardar a 4°C.

NOTA: Esta solucion se prepara al momento de su uso. Si no se prepara se puede adicionar una
pizca (unos granitos).

Tris-glicina 5x

Tris-base ---- 12 ¢
Glicina----- - 5769
H,0 1000 mL

Medir 700 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitados.
Agregar 57.6 g de Glicina y disolver.

Agregar 12 g de Tris- Base y disolver.

La solucion se afora a 1000 mL con agua destilada.

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Regulador de electroforesis (Tris-glicina 5X pH 8.3) Solucion de corrida.

Tris-glicina 5x---- 200 mL
SDS al 10%---- 8 mL
H,O destilada---- 1000 mL

Medir 500 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitado.
Medir 200 mL de tris- glicina 5x y adicionar a la solucion.

Medir 8 mL de SDS al 10%, adicionar a la solucion disolver.
Ajustar el pH de la solucién a 8.3 con HCI 1N o NaOH 1N.

Aforar a 1000 mL con agua destilada.

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.

Degradador de Muestra ( Coctel ).

EDTA--- 37 mg
Glicerol---- -- -5mL
SDS al 10 % 5mL
Tris-HCI 2 M pH 6.8 1.25 mL
Azul de bromofenol --- “una pisca”
H,O destilada---- 50 mL

Medir 40 mL de agua destilada y vaciar en un vaso de precipitados.
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Pesar 37 mg de EDTA, agregar al vaso de precipitado y disolver.

Agregar 1.25 mL de Tris-HCI 2 M pH 6.8 y disolver.

Adicionar 5 mL glicerol (glicerina) y disolver.

Adicionar 5 g de SDS (dodecil sulfato de sodio) y disolver.

Adicionar con un aplicador de madera suficiente azul de bromofenol para que la solucion
adquiera un color azul oscuro.

Aforar la solucion a 50 mL con agua destilada.

Por ultimo, la solucién se guarda en fracciones de 10,5y 1mL a -20 °C.

Azul de Coomassie 0.2%

Azul de Coomassie 200 mg
Metanol absoluto 50 mL
AC. ACEEICO-mmmmmm oo e 5mL
H,O destilada---- --45 mL

Disolver con agitacion constante. Mantener a temperatura ambiente en frasco etiquetado.
Decolorante de geles

Acido acético glacial -5l
Metanol absoluto ----50 ml
H,O destilada---- --45 ml

Mantener a temperatura ambiente en frasco etiquetado.

Rojo de Ponceau S al 0.2%.

Rojo de Ponceau S 200 mg
Ac. Tricloro acético (ATA) al 0.3% 100 mL
Pesar 0.3 gde ATA ydisolver 100 mL de agua destilada.

Mantener a temperatura ambiente en frasco etiquetado.

Regulador de Transferencia Tris 0.025 M, Glicina 0.125 M, pH 8.3 Metanol al 20% v/v

Tris-base 2 M pH 8.8 ----12.5 mL
Glicina----- -- 1449 ¢

Metanol----- -200 mL
H,O destilada---- -800 mL

Medir 800 mL de agua destilada, agregar 14.49 g de Glicina y disolver.

Adicionar 12.5 mL a la solucién.

Adicionar 200 mL de Metanol.

Envasar en un frasco, etiquetar y guardar a 4°C.
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Sustrato de Inmunoelectrotransferencia

4 —cloro-1-naftol 50 pg
Metanol 10 mL
H,0, 0.3% 50 pL
PBS pH 7.2 50 mL

Disolver con agitacion constante.
Debe prepararse al momento de usarse.

PRECAUCION: Al preparar esta solucion se debe usar guantes, bata y cubre boca.
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