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RESUMEN

HERRERA AGUIRRE ENRIQUE ADRIAN. Producciéon de Inmunoglobulina Y contra
Toxoplasma gondii (bajo la supervision de la M en C Socorro Magdalena Escorcia Martinez

y el Dr. Fernando Gémez-Chavez).

La toxoplasmosis es una enfermedad generada por el protozoario intracelular Toxoplasma
gondii, posee una distribucion mundial y es capaz de infectar casi cualquier tipo de célula;
con una gran variedad de hospederos intermediarios y un solo hospedero definitivo-el gato-,
es considerado como uno de los parasitos con mayor “éxito” a nivel mundial. Fue descubierto
hace mas de 100 afios en un roedor de tamano pequefio —Ctenodactylus gundi- y a partir de
ahi se han originado una inmensidad de articulos y libros que investigan y exponen lo

relacionado con este parasito.

Por otra parte, desde hace méas de 120 afos los investigadores descubrieron una proteina
proveniente de la yema de huevo de gallina: la inmunoglobulina Y, levantando gran interés
en la investigacion y usos de este anticuerpo; asi como sus multiples beneficios en la salud.
Fue a partir del afio 1996 que el término tecnologia IgY fue aceptada y del afio 2000 en

adelante han surgido diversas patentes y se han propuesto usos para este tipo de tecnologia.

En el presente trabajo se produjo IgY contra una proteina recombinante de superficie de
Toxoplasma gondii sintetizada por el Instituto Nacional de Pediatria: el antigeno de superficie
1 recombinante (rSAG1), mediante la inoculaciéon de la misma en gallinas tipo ALPES,
mediante la obtencion de las piezas de huevo y la purificacion de la IgY. Finalmente

demostramos la presencia de IgY especifica contra este antigeno mediante la técnica de



ELISA. Abriendo el panorama para mejorar el diagnostico de la enfermedad tanto en

animales como en humanos utilizando la tecnologia IgY.

1. INTRODUCCION
1.1 Tecnologia IgY

1.1.1 Generalidades

Se le denomina tecnologia IgY al proceso de produccién, extraccion y al uso de anticuerpos
especificos procedentes de la yema de huevo de aves (IgY), cuyo objetivo se basa en la
inmunoterapia pasiva y profilaxis, reportando su uso y aplicaciones en el area veterinaria,
inmuno-diagnostico y en la investigacion (Schade, 2005; Thu, 2017; Leénidas C, 2020;

Tipantiza; 2021).
1.1.2 Historia

El médico internista Felix Klemperer, en 1893, descubrié que las yemas de huevos
colectadas, después de la inmunizacion de gallinas con la toxina tetanica, podian proteger a
ratones (mediante inmunidad pasiva) cuando estos fueron inoculados con dosis letales de esa
toxina, las llamo6 “proteinas neutralizantes”. Més tarde, en 1959, Russell y Burch crearon la
comunidad cientifica que se encargaba de temas de bienestar animal y del concepto de las
3R, momento en el cual los aportes de Klemperer fueron retomados; es asi como en 1969,
Leslie y Clem, acunaron el concepto IgY para referirse a los anticuerpos de las aves, al
evidenciar diferencias significativas con las IgG de los mamiferos. A partir de la década de
los 80’s se empezd a desarrollar una amplia variedad de aplicaciones para la IgY,

principalmente en labores de investigacion, diagndstico y en la inmunoterapia en medicina



veterinaria (Klemperer, 1893; Leslie, 1969; Chacana, 2004; Schade, 2005 y 2006; Balls,

2010; Leiva, 2020; Leonidas, 2020).

Fue en 1995, cuando el doctor Claus Staak, inventd el nombre de tecnologia IgY, relacionado
a la produccion y aplicacion de los anticuerpos provenientes de la yema de huevo. Al
siguiente afio, el término fue aceptado internacionalmente y, de forma paralela, el Centro
Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (CEVMA) recomend¢ el uso de la
tecnologia IgY como alternativa al uso de la IgG, fundamentalmente porque se redujo el
estrés al no tener la necesidad de obtener muestras de sangre de animales, y lograr conseguir
anticuerpos mediante un método no invasivo: colectar huevos de gallinas que contengan IgY
(Schade, 1996 y 2005; Gruber, 2004; Ledénidas, 2020; Tipantiza, 2021). En 1999, la
Oficina Veterinaria del Gobierno Suizo (Office Vétérinaire Fédéral) aprobo el uso de la

tecnologia IgY como alternativa para salvaguardar el bienestar animal (Anon, 1999; Schade,

2005).

1.1.3 Ventajas del uso de IgY

Entre las més destacadas se encuentra que 1) la IgY se obtiene mediante la recoleccion directa
del huevo y no mediante la obtencidon de muestras sanguineas, reemplazando el sangrado de
los animales, influyendo directamente en la reduccion del estrés y de practicas que pueden
llegar a ser dolorosas para los animales que forman parte de los procesos de investigacion,
docencia, etc. (Gruber, 2004; Leénidas, 2020). 2) Econdémicamente hablando, esta
tecnologia posee inmensas ventajas debido a que el gasto que se hace al criar un conejo es
similar al de criar una gallina, pero un ave puede producir de 50-100 mg de IgY por huevo,
considerando que las actuales lineas genéticas pueden llegar a poner mas de 300 piezas de

huevos al afo, la cantidad de IgY que una gallina de estas puede producir es de 15,000 a

3



30,000 mg o mas por afio y asi producir grandes cantidades de anticuerpos y, con esto,
facilitar la inmunoterapia en medicina humana y veterinaria; mientras que un conejo solo
produce alrededor de 200 mg de IgG y este debe de ser sacrificado al momento de la toma
de muestra; esto se traduce en que, para sintetizar una cantidad similar de inmunoglobulinas,
se necesitaria de la produccion de 4.3 conejos por afio y tan solo de una gallina en ese mismo

periodo de tiempo (Schade 2000, 2005 y 2007; Chacana, 2004; Terzolo, 2010; Li, 2015).

Otra ventaja importante sobre el uso de esta tecnologia es que 3) se puede producir IgY contra
proteinas altamente conservadas de mamiferos, es decir, las aves pueden producir mas
eficazmente anticuerpos contra proteinas humanas debido a la distancia filogenética y la
diferencia que existe entre las secuencias de proteinas de mamiferos y de las aves. Entre
mamiferos, las secuencias de los aminoacidos de hormonas y otras proteinas son muy
similares; por ejemplo, la diferencia entra la insulina humana y la porcina es de unicamente
un aminodcido, mientras que esta misma hormona difiere en siete aminoacidos cuando se
compara con la de las aves. Otro ejemplo lo tenemos al inmunizar a un conejo con una
proteina de un mamifero (humano), el sistema inmune de este animal no es capaz de
reconocer a dicho antigeno como extrafio; en cambio, al inmunizar a un ave, la probabilidad
de que genere una respuesta inmune mas efectiva es mayor (Larsson 1993; Terzolo, 2010).
4) Relacionado con el mismo concepto, se requiere una menor cantidad de antigeno para
lograr inducir una respuesta inmune mas efectiva en el ave, comparado con los mamiferos

(Larsson, 1998; Li, 2015).

5) Los anticuerpos de las aves no activan el sistema del complemento, asi lo demostrd
Képyaho en 1989 en su ensayo inmunométrico cuando sus resultados fueron inefectivos en

un 40% debido a que el complemento evitaba la union del antigeno (hormona estimulante de



la tiroides (TSH, thyroid-stimulating hormone) con los anticuerpos; demostrando mas
adelante que los anticuerpos IgY evitaban esa interferencia (Larsson, 1992). Los receptores
para la fraccion cristalizable (Fc) de las IgG proveen de un puente entre la respuesta inmune
humoral y la celular (fagocitosis, endocitosis, citotoxicidad y mediadores inflamatorios), por
este hecho, cuando se genera la unioén entre el anticuerpo y el antigeno, resulta en la
formacion de un complejo inmune, que interactia con los receptores de la Fc y del
complemento sobre la célula, lo cual puede ser causa de cambios en la expresion de proteinas
de superficie y de errores cuando se mide la activacion plaquetaria. 6) Con el uso de la
tecnologia IgY, este evento de inflamacién inespecifica no se presenta, siendo la IgY la
eleccion para pruebas de ELISA y evitar falsos positivos (Lindahl, 1992; Van de Winkel,
1993; Larsson, 1993). 7) La IgY no se une a la proteina A (por ejemplo, de Staphylococcus
aureus) ni a la proteina G (de esteptococos), evitando que, si estas bacterias se encuentran
suspendidas en la muestra, no se generen reacciones falsas positivas; asi como tampoco se
unen al factor reumatoide (autoanticuerpo del tipo IgM producido contra la porcion Fe de la
inmunoglobulina G) (Katz, 1985; Kastern, 1990; Engstrom, 1993; Larsson, 1993;

Carlander, 2000).

8) No se generan efectos secundarios adversos cuando los pacientes tratados son alérgicos al
huevo o a la albumina, ya que, durante el proceso de purificacion, estas proteinas se eliminan
(Abbas, 2018). Comparado con la vacunacion, 9) la inmunoterapia pasiva con IgY posee una
rapida respuesta de accion local, una gran actividad especifica y, como resultado, puede ser
aplicable en pacientes con un amplio rango de edad: incluyendo a recién nacidos, a individuos
inmunocomprometidos y a embarazadas (Rahman, 2013; Constantin, 2020). 10) Es un

anticuerpo altamente versatil, es decir, permite su uso como anticuerpos monoclonales



(anticuerpos sintetizados por una sola célula madre B y reconocen un mismo epitope),
policlonales (anticuerpos sintetizados por diferentes clones de células B y tienen la capacidad
de reconocer diferentes epitopes de un solo antigeno), fragmentados o quiméricos (Harley,
2016; Tipantiza, 2021). 11) Estos anticuerpos IgY presentan la ventaja de ejercer un efecto
antimicrobiano, e inmunoestimulante debido a la presencia de algunas proteinas, como la
fosfoproteina fosvitina y derivados del acido sialico (poseen propiedades antivirales). Estas
proteinas se pueden hallar en las preparaciones de IgY comerciales en forma de huevo, polvo

o yema en polvo (Brady 2002; Zhang, 2019; Tipantiza, 2021).

1.1.4 Sistema inmune, estructura de la IgY y propiedades

En el reino animal, existen diferentes mecanismos de proteccion contra microorganismos
invasores, sustancias desconocidas y contra células malignas o tumorales. Como defensa, el
sistema inmunologico en vertebrados se puede clasificar como innato y adquirido. Este
ultimo se divide en la rama celular (linfocitos T y B) y en la rama humoral (produccién de
anticuerpos). Los organos que forman parte del sistema inmune de las aves se dividen en
primarios (bolsa de Fabricio y timo) y en secundarios (bazo, glandula de Harder, nodulos
linfaticos, médula 6sea y tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, mucosa-associated
lymphoid tissue)). La médula 6sea es la fuente de células madre que migran al timo y a la
bolsa de Fabricio, es en esos dos 0rganos donde esas células se diferencian en células T y B,
respectivamente. Mientras que el bazo es el encargado de albergar y donde proliferan las
células plasmadticas; asi mismo, las células B de memoria se pueden localizar en este mismo

organo secundario (Erhard, 2000; Carlender, 2002; Janeway, 2002).

La estructura general de la molécula de la IgY (Figura 1), isotipo de inmunoglobulina

secretada por aves, anfibios, reptiles y peces pulmonados, consiste en dos cadenas pesadas y
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en dos cadenas ligeras. El peso molecular fue obtenido mediante espectrofotometria de
masas, pesando aproximadamente 167,250 Da. La cadena pesada (con un peso molecular de
65,105 Da) se indica con la letra griega “v”, y posee un dominio variable y cuatro dominios
constantes (CH1-CH4). Por otro lado, la cadena ligera (con un peso molecular de 18,660 Da)
estd compuesta por un dominio variable y uno constante. El fragmento Fab pesa 45,359 Da.
La region de bisagra, comparada con la de la IgG de los mamiferos, no esta presente, por lo
tanto, la IgY pierde cierta flexibilidad, razén por la cual su capacidad para precipitar
antigenos es reducida; no obstante, esa caracteristica le confiere un mejor reconocimiento de
los antigenos, es decir, tiene una mayor especificidad; ademas le otorga una mayor resistencia
a la degradacién y fragmentacion proteolitica. La Fc corresponde al sitio de mayor
interaccion bioldgica y funciones efectoras, posee dos cadenas de carbonos hidratadas (la

IgG mamifera tiene s6lo una) (Faith, 1973; Cser, 1982; Noll, 1982; Shimizu, 1992; Sun,

2001; Schade, 2005; Spillner, 2012).

La inmunoglobulina Y es estable a temperaturas de entre 30°C a 70 °C; sin embargo, cuando
se mantiene a mads de 70°C durante 15 minutos, su capacidad de unién a los antigenos
disminuye y, cuando la temperatura aumenta a 75°C o mas, se desnaturaliza. Soporta una
presion de 4,000 kg por cm?. A pesar de ello, cuando se le adicionan altos niveles de sacarosa,
maltosa, glicerol, o glicina, se le confiere proteccion adicional para evitar cambios debido a
la desnaturalizacion. Ademas de lo anterior, se ha demostrado que el pH en el que la IgY
puede ejercer bien sus funciones va desde 3.5 a 11. No obstante, cuando esta
inmunoglobulina se encuentra en presencia de sorbitol, conserva cierta estabilidad (Lee,

2002; Rahman, 2013).



Este isotipo de anticuerpo es resistente a la inactivacion por tripsina y por quimotripsina, pero
es vulnerable a la accidon de la pepsina (aunque con pH mayores a 5, puede conservar su
actividad aglutinante y permanecer unida al antigeno, perdiendo dichas capacidades a pH de

4.5 o menor en presencia de esta tltima enzima) (Hatta, 1993; Rahman, 2013).

Existen diferentes técnicas para preservar la actividad de la IgY ante microambientes que,
normalmente, dafian su funcidn, por ejemplo, la disolucién de amortiguador de carbonato de
sodio, encapsular en liposomas, liposomas con lecitina o colesterol de huevo y polisacaridos
como el alginato-quitosano, que forman peliculas con buena barrera al oxigeno (Rahman,
2013; Del Angel, 2019). Se ha demostrado que al administrar IgY encapsulada, los cerdos
que se encuentran bajo un cuadro de colibacilosis entérica se recuperan mas rapido (Li,
2009); ademas la goma arabica en combinacion con la congelacion y el secado preservan la
actividad de IgY, protegiéndola de la hidrdlisis enzimatica de la pepsina, la tripsina y de la

quimotripsina (Chang, 1999).
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Figura 1. Comparacion entre la estructura de la IgE, la IgY y la IgG. La IgY posee dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Las primeras, consisten en un dominio variable

(VH) y cuatro dominios constantes (CHI-CH4). Las dos cadenas pesadas estan unidas



mediante puentes disulfuro. La cadena ligera cuenta unicamente con un dominio variable
(VL) y un dominio constante (CL). La region Fab (fragment antibody o fraccion de
anticuerpo) corresponde a aquella que se une a los epitopes de los antigenos, mientras que
la region Fc (fragment crystallizable o fraccion cristalizable) tiene funciones efectoras
biologicas. Notese que los dominios constantes CHI y CH?2 de la IgG estan unidos
mediante una region de bisagra (hinge region), mientras que la IgY carece de esta union.

Tomado de Rahman. (2013).

1.1.5 Modo de accion de la IgY

Actualmente se conocen los mecanismos de accion (Figura 2) de estos anticuerpos para
ejercer sus funciones. Se sabe que combinan funciones de la IgG (fijar antigenos y opsonizar)
y de la IgE (mediador de reacciones anafildcticas o de hipersensibilidad tipo 1) (Lundqvist,

2006; Thirumalai D, 2019; Tipantiza, 2021).

1.1.5.1 Aglutinacion

La IgY tiene la capacidad de aglutinar antigenos (hongos, virus, bacterias), es decir, los
inmoviliza y pueden ser eliminados mas facilmente. En otras palabras, funcionan como un
« : C e . ., . . -

adhesivo biologico” para evitar la propagacion de los microorganismos, limitar su

movimiento y poder eliminarlos por medio del intestino (Thu, 2017; Tipantiza, 2021).

Tsubokura y cols., mediante su trabajé comprobaron lo anterior: inmunizaron a gallinas
intramuscularmente con diferentes cepas de C. jejuni, recolectaron las piezas de huevos para

extraer los anticuerpos, administraron via oral a distintas cepas de la misma bacteria y



simultdneamente les administraron preparaciones con inmunoglobulinas a pollos de 22 dias
de edad, logrando una reduccion del 99% de las bacterias contenidas en el intestino y un

aumento del 80-95% del conteo total de bacterias en las heces (Tsubokura, 1997).

1.1.5.2 Bloqueo de adherencia

Este mecanismo es el principal modo de accidon de la IgY: inhibe la adhesion de los antigenos
a la superficie celular y con esto evita la propagacion entre las células (mecanismo utilizado
comunmente por los virus). Lo mencionado anteriormente se debe a la gran especificidad de
los anticuerpos IgY porque estos se unen a los epitopes especificos de cada antigeno (Abbas,
2018). Dicha caracteristica se ha demostrado in vitro e in vivo contra ciertos patégenos. Por
ejemplo, Jin y cols., comprobaron que la presencia de la IgY evitaba la adherencia (en un
84.6 - 97.0%) de la bacteria Escherichia coli K88 enterotoxigénica a la mucosa intestinal de

lechones de alrededor de 14 dias de edad (Jin, 1998; Lee, 2002; Abbas, 2019).

La IgY posee la capacidad para unirse a distintos componentes de la superficie de bacterias
gram-negativas, por ejemplo a las fimbrias o pili, a los flagelos, al lipopolisacarido (LPS)
entre otras proteinas de membrana (Xu, 2011; Abbas, 2019). Gracias a este fenomeno, las
funciones normales de la bacteria (como el crecimiento, produccion y liberacion de toxinas)

se limitan y disminuyen significativamente (Xu, 2011).

1.1.5.3 Opsonizacion

Diversos estudios proponen que cuando la IgY se une a un patéogeno, este ultimo sufre
alteraciones estructurales en su superficie, volviéndolo susceptible a la fagocitosis; similar a
lo que Lee y cols. sefialan en su experimento, en el que descubridé que la union de IgY anti

Salmonella typhimurium a la superficie de esa bacteria, generaba cambios conformacionales.
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En otro estudio in vitro se demostrd que bacterias viables del género P. aeruginosa podian
ser reducidas en un 87% cuando se utilizaba IgY anti-P. aeruginosa, esto como consecuencia
de la aglutinacidon, inmovilizacion, opsonizacién y posterior fagocitosis, demostrado
mediante inmunofluorescencia indirecta (Lee, 2002; Nie, 2004; Thomsen, 2015; Abbas,

2019).

Asi como también lo demostraron Zhen y cols., cuando inmunizaron a gallinas de 120 dias
de edad con E. coli O111, colectaron las piezas de huevos, aislaron y purificaron la IgY (86%
de pureza) (con ELISA detect6 la especificidad de las IgY contra esa cepa de E. coli).
Obtuvieron células polimorfonucleares (PMN) y macréfagos (M®) de la leche de vacas
Holstein sanas, las resuspendieron en PBS y agregaron IgY especifica contra E. coli y no
especifica a leche de vacas con mastitis (de las cuales se aislo la cepa bacteriana),
evidenciando que la actividad fagocitica de los PMN y de los M® incrementd en 59.95-
86.45% y 57.81-84.17%, respectivamente, cuando estuvo presente la IgY especifica (Zhen,

2008).

1.1.5.4 Neutralizacion de toxinas

La inmunoglobulina Y posee la capacidad de inhibir indirectamente la actividad de los
microorganismos, es decir, puede actuar sin tener contacto con el patdgeno gracias a su
capacidad para neutralizar a las toxinas que son secretadas por diferentes bacterias (Abbas,
2019; Tipantiza, 2021). Por ejemplo, Arimitsu y cols. evaluaron la actividad de la toxina
Shiga 2e (Stx2e, enzima producida por E. coli, capaz de producir la enfermedad del edema

en lechones de 1 a 2 semanas de edad, provocando signos neuroldgicos; asi como también es
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la causante del sindrome urémico hemolitico en humanos): produjeron IgY anti-toxina Shiga
2e inoculando a gallinas de 5 meses de edad con 200 pg de la toxina atenuada, colectando
las piezas de huevo y purificando la IgY anti-toxina Shiga 2e, obteniendo los titulos de IgY
mediante ELISA y cerciorandose de las especificidad de la misma mediante western blot.
Posteriormente, realizaron ensayos in vitro con células Vero (linaje celular derivado del rifion
del mono verde africano), cuyo objetivo fue evaluar la neutralizaciéon de dichas toxinas
cuando a estas células se les desafié con dosis letales de esa proteina, sobreviviendo
aproximadamente el 20% del total de las células. Por otra parte, tenemos al ensayo in vivo,
en el que se inoculd una solucidon con PBS, IgY anti-Stx2 y la toxina Stx2e a diferentes
concentraciones, via intraperitoneal a ratones, sobreviviendo alrededor del 40% de los
ratones a los que se les administré la dosis mas alta, el 100% de los animales inoculados con
concentraciones mas bajas lograron sobrevivir. Concluyendo que las IgY especificas contra

la toxina, tuvieron la capacidad de neutralizacion de toxinas (Arimitsu, 2014).
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Figura 2. Modo de accion de la IgY. A) Aglutinacion y posterior eliminacion intestinal. B)
Bloqueo de adherencia. C) Opsonizacion y posterior fagocitosis. D) Neutralizacion de
toxinas. Elaborado por Herrera, 2022. Basado en: Xu, 2011; Abbas, 2019; Tipantiza,

2021.
1.2 Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad ubicua causada por el protozoario Toxoplasma gondlii,
la seropositividad se puede hallar hasta en un tercio de la poblaciéon mundial; afecta a
animales de sangre caliente (homeotermos) terrestres y acudticos, todos estos fungiendo
como hospederos intermediarios. Los gatos y otros felinos silvestres acttian como hospederos
definitivos, en los que el parasito puede ser eliminado por las heces en forma de ooquistes,
la fase infectante de Toxoplasma gondii (Quiroz, 1988; Correa, 2017).
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La importancia que ha adquirido este parasito intracelular obligado se debe a que posee un
impacto socioecondmico y de salud publica, especificamente en nifios que hayan adquirido
una infeccién de tipo congénita pudiendo ser la causa de abortos, muerte neonatal,

hidrocefalia, macrocefalia, retraso mental y ceguera (Quiroz, 1988; Dubey, 2002).

Sin embargo, también puede generar complicaciones clinicas en pacientes que cursan con
eventos de inmunosupresion secundaria a enfermedades como el VIH, o en aquellos
pacientes con enfermedad oncoldgica y que reciban tratamiento con quimioterapéuticos; asi
como individuos que hayan recibido un trasplante de 6rganos o cursen con enfermedades
linfoproliferativas. Estas afecciones podrian generar que una infeccidbn que permanecia

latente se reactive y cause enfermedad clinica (Jones, 2003).

Por las caracteristicas descritas, es considerada una zoonosis; ademas, el tejido que llega a
estar en contacto con el parasito llega a sufrir dafio por una destruccion inducida por el mismo
protozoario y depende intimamente de la virulencia que posea la cepa que esté involucrada.
Asi la virulencia es categorizada como tipo I, tipo Il y tipo 111, en la que la primera es la mas
virulenta, la segunda es mucho mas comin y menos patogénica y la ultima no es comin y
puede variar fenotipicamente. De igual forma, existen cepas recombinantes y atipicas

(Correa, 2007).

1.2.1 Aspectos epidemiologicos de importancia humana y veterinaria

La toxoplasmosis posee una mortalidad y morbilidad aparentemente bajas, pero representa
un problema serio cuando se involucra con grupos de individuos que presentan factores de

riesgo como mujeres embarazadas o inmunosuprimidos; asi como también la incidencia
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puede variar debido a aspectos geograficos, socioecondmicos y el estilo de vida de las

poblaciones de estudio (Pereira, 2002).

En recién nacidos, la seroprevalencia de anticuerpos IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii es
de entre 0.06% hasta 93% y puede ir ligado con muertes fetales y hepatomegalia neonatal.
La prevalencia de la toxoplasmosis congénita depende de la zona geografica, por ejemplo:
en Colombia la relacion establecida es de 2 a 10 casos por cada 1000 nacidos vivos; mientras

que en Suecia la relacion reportada es de 1 por cada 10,000 nacidos vivos (Rojas, 2021).

Por otra parte, en mujeres de edad fértil la prevalencia de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma
gondii es de entre 18% y 88.7%, indicando probablemente que los individuos dentro de este
grupo estén infectados de manera crénica. Mientras que para los anticuerpos IgM este
porcentaje va de 1.34% a 30.9%, sugiriendo que esos individuos puedan estar cursando por

una infeccion de tipo aguda (Alba, 2011; Aykar, 2011; Wam, 2016; Rojas, 2021).

La presencia de inmunoglobulinas G (IgG) anti-Toxoplasma gondii en individuos con
inmunosupresion (100% pacientes con VIH/SIDA) tiene un porcentaje que varia de entre
8.8% y 94.3%. De aqui proviene la importancia de llevar a cabo un diagndstico precoz de la
enfermedad para asi poder evitar complicaciones médicas (San Miguel, 2010; Niguieli-

Cawich, 2017; Davila, 2020; Rojas, 2021).

En otro estudio, se estimé que la seropositividad en adultos mayores de 45 afios que viven
en Brasil es de 80%, poniendo de manifiesto el continuo riesgo de contraer la infeccion a lo

largo de la vida (Pereira, 2002).

La encuesta Nacional Seroepidemioldgica, que se llevo a cabo en México en el afio de 1992,

arrojo una prevalencia promedio del 32%, teniendo variaciones que se hallan de entre 13% y
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64% en zonas del norte del pais y en zonas costeras, respectivamente (Galvan-Ramirez,

2012; Alvarado-Esquivel, 2010 y 2013; Jazmin, 2015).

Los cuadros clinicos asociados a la toxoplasmosis congénita en animales se centran
fundamentalmente en pequefios rumiantes, asi como las implicaciones econdémicas que
genera la enfermedad en estas especies, esencialmente en animales gestantes que adquieren
una primoinfeccion. La mayoria de estos reportes provienen de paises como Australia, Nueva

Zelanda, Inglaterra e Irlanda (Gorman, 1993).

Cuando un pequefio rumiante (oveja o cabra) no gestante se infecta por alguna de las vias de
transmision, la infeccidon por la que cursa el animal es transitoria y de pocas consecuencias
clinicas y/o econdmicas. Sin embargo, cuando se infecta un hospedero que se encuentra en
periodo de gestacion, el parasito tiende a generar lesiones graves en el feto y en la placenta,

provocando asi abortos y muerte perinatal (Gorman, 1993; Esnal, 2020).

En un trabajo realizado por la empresa Ovino TG en Espaiia en el 2019, cuyo conteo total de
animales fue de 2000 ovejas, se reportd un brote de toxoplasmosis; las pérdidas econdmicas
de diferentes areas de la produccion sumaron alrededor de 7338 euros que no ingresaron a la
empresa, agregando el costo de alimentacion por dia de las ovejas que no entraron en ordefio
(1269 euros) da un total de 8607 euros de pérdidas econdmicas. La tasa de abortos antes del

brote era de 0.5%, ascendiendo al 12.5% cuando se presento la enfermedad (Tejerina, 2019).

En la Figura 3 se muestra la seroprevalencia del parasito en el mundo, abarcando lugares
como China, que posee menos del 10% de positividad a la presencia de anticuerpos contra
Toxoplasma gondii, hasta paises como Brazil en el que la presencia de anticuerpos puede

llegar hasta el 60% (Pappas, 2009).
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Figura 3. Mapa del estatus global de seroprevalencia de Toxoplasma gondii. Rojo oscuro:
60%, rojo claro: 40-60%, amarillo: 20-40%, azul: 10-20%, verde: <10% y blanco

representa a las zonas donde no se cuenta con datos estadisticos. Tomado de Pappas.

(2009).
1.2.2 Biologia del parasito
1.2.2.1 Clasificacion taxonomica

Toxoplasma gondii proviene de la raiz griega foxon, que significa arco, y de gondi, roedor
pequefio proveniente de Africa, del que fue aislado a partir de células mononucleares del

bazo y el higado al parasito (Grandia, 2013; Correa, 2017).

Fue clasificado inicialmente con base en el tipo de hospedero, teniendo nueve especies. Mas

tarde, mediante investigaciones acerca del ciclo biolégico y sus caracteristicas
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inmunologicas, se llegd a la conclusion de que todas eran idénticas, por lo tanto, se les agrupd

bajo una misma especie: 7. gondii (Gomez, 2004).
El parésito se clasifica de la siguiente forma:
Dominio: Eukariota
Reino: Protista
Phylum: Protozoa
Subphylum: Apicomplexa
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Eimeriina
Familia: Sarcocystidae
Subfamilia: Toxoplasmatinae
Género: Toxoplasma

Especie: Toxoplasma gondii (Petersen y Dubey, 2001; CABI, 2021).

1.2.2.2 Morfologia

Para todos los hospederos existen tres estadios infecciosos: esporozoitos, son la forma
resistente al medio ambiente, se hallan en los ooquistes esporulados, los taquizoitos y los

bradizoitos (Jones y Dubey, 2010; Grandia R, 2013).
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1.2.2.2.1  Qogquistes y esporozoito

Los ooquistes, que se encuentran en las heces del gato, pueden presentarse sin esporular
(Figura 4), su forma es subesférica a esférica y miden de 10 a 12 pm de diametro, en su
interior posee un esporonte, y, con condiciones ambientales ideales de humedad y
temperatura, estos maduran a ooquistes esporulados (Figura 4), midende 11 a 13 um y tienen
forma subesférica a elipsoidal. El esporonte madura y se divide en dos esporoblastos y estos
a su vez dan origen a dos esporoquistes (Figuras 4 y 5), cada uno mide de 6-8 pm y contienen
cuatro esporozoitos (Figura 4, 5y 6), es decir, 8 esporozoitos por cada ooquiste (Quiroz,

1988; Dubey, 2010; Grandia, 2013).

Figura 4. Formas de Toxoplasma gondii. A: ooquiste esporulado (maduro),; B: ooquiste
sin esporular, C: taquizoitos en tejido pulmonar,; D: quiste tisular en un corte de musculo;

E: quiste tisular en un corte de cerebro. Tomada de: Giraldo M. (2008).
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Figura 5. Esquema de un ooquiste de Toxoplasma gondii. Contiene dos esporoquistes y
estos a su vez contienen a cuatro esporozoitos. Inner layer: capa interna del ooquiste y del
esporoquiste, respectivamente; outer layer: capa externa del ooquiste y del esporoquiste,
respectivamente, sporocyst. esporoquiste y sporozoites: esporozoitos. Tomada de: Attias

M, Teixeira D y De Souza W. (2020).

1.2.2.2.2  Taquizoito

Poseen forma de medialuna, de coma o de punta de flecha curvada; miden 2 x 6 um y posee
un nucleo que se puede encontrar casi en el centro de la célula (Dubey, 2010). Es un estadio
asexual de répida division y a la célula hospedera en cuyo interior se encuentran numerosos
taquizoitos se le llama pseudoquiste (Figuras 4, 6 y 7) (Quiroz, 1988).

20



S 4

'04..'*.

\
i)
i
¥

Figura 6. Los tres estadios infectivos de Toxoplasma gondii. a) taquizoito, b) bradizoito y
¢) esporozoito. En esta imagen se pueden observar los diferentes organulos que conforman
a la célula. El nucleo (azul) estd rodeado por el reticulo endoplasmico rugoso (amarillo).
Encima se encuentra el aparato de Golgi (verde) y el apicoplasto (azul-verdoso). La unica
mitocondria dispersa en el citoplasma (rojo). Granulos densos (magenta, son organulos
secretores) y los de amilopectina (blancos) distribuidos en el citoplasma. En el polo apical
se encuentra el conoide cilindrico y por debajo estan los otros dos organulos secretores:
micronemas (anaranjado) y roptrias (rosa). El cuerpo celular esta rodeado por tres
unidades de membrana celular y a lo largo de la célula estan los microtubulos. Tomada

de: Attias M, Teixeira D y De Souza W. (2020).
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Figura 7. Corte transversal de un taquizoito de Toxoplasma gondii observado con
microscopia electronica. Conoid. conoide, microneme: micronema, rhoptry: roptria, plant-
like vacuole: vacuolas lipidicas, mitochondrion: mitochondria, golgi complex: aparato de
Golgi, nucleus: nucleo, inne membrane complex: porcion interna del complejo de
membrana, dense granules: granulos densos, pellicle: membrana. Tomada de: Attias M,

Teixeira D y De Souza W. (2020).

1.2.2.2.3  Bradizoito

Se hallan dentro de los quistes tisulares (Figuras 4, 8, 9 y 10). Los quistes pueden poseer

diversidad de tamafos; los mas jovenes llegan a medir 5 pm de didmetro y contienen
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unicamente a dos bradizoitos, mientras que los mas viejos pueden contener a cientos de estos
microorganismos y llegar a medir hasta 70 um a 100 um, dependiendo si se encuentran en
cerebro (Figura 11) o en musculo (Figura 12), respectivamente. Cada bradizoito mide 7 x
1.5 um. Comparados con los taquizoitos, los bradizoitos son mas delgados, con un nucleo

posterior y son mas resistentes a la accion de enzimas proteoliticas (Grandia, 2013).

Los bradizoitos (Figuras 4, 6, 8, 9 y 10) son otra fase asexual, pero de lenta division celular

(Quiroz, 1988).

10pm

Figura 8. Esquema de un quiste tisular de Toxoplasma gondii. La pared quistica es
delgada y filamentosa, ademas de que en su interior pueden encontrarse cientos de

bradizoitos. Tomada de: Attias M, Teixeira D y De Souza W. (2020).
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Figura 9. Esquema de un acercamiento de la estructura quistica de Toxoplasma gondii. El
quiste es rodeado por una membrana y debajo de ella se encuentra una delgada pared.
Todos los componentes del quiste, desde la matriz hasta la membrana son sintetizados por

los bradizoitos. Tomada de: Attias M, Teixeira D y De Souza W. (2020).
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Figura 10. Fotografia tomada mediante microscopia electronica de una seccion

transversal de un quiste tisular de Toxoplasma gondii en el que pueden contarse a 12
bradizoitos. Con flechas se sefiala a la pared quistica, con una estrella se representa a la
matriz granular y con un triangulo se observan los granulos de amilopectina. Tomada de:

Attias M, Teixeira D y De Souza W. (2020).
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Figura 11. Corte histologico de una seccion de tejido cerebral necrotico. Se puede
observar un quiste y estructuras compatibles con bradizoitos. H & E, 40x. Tomada de:

Cortés D, Aguirre N. (2018).
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Figura 12. Corte histologico de un quiste tisular en musculo cardiaco. H & E, 10x.

Tomada de: Cortés D, Aguirre N. (2018).

1.2.3 Ciclo biologico

Se divide en tres fases: la enteroepitelial (se lleva a cabo en los hospederos definitivos), la
extraintestinal (pudiéndose presentar tanto en los hospederos definitivos como en los

intermediarios) y la fase esporogdnica (se desarrolla en el medio ambiente) (Dubey, 2010).

El ciclo (Figura 13) inicia cuando un felino ingiere ooquistes (dispersos en el ambiente, en
alimentos o agua contaminada con heces de gatos), quistes tisulares (en tejidos de hospederos
intermediarios como roedores, aves, perros, cerdos, ovinos, bovinos, etc.) o pseudoquistes
(en células de hospederos que contengan taquizoitos), sin embargo, esta ultima es menos

comun porque estos son labiles (Quiroz, 1988; Ameghino, 1991; Grandia, 2013).

Después de la ingestion de los quistes u ooquistes, la accion de las enzimas proteoliticas del

intestino y del estdmago digieren su pared, momento en el cual se liberan los bradizoitos y
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los esporozoitos, respectivamente. Estas dos células son capaces de llegar al epitelio
intestinal, donde podran desarrollar numerosas generaciones en los cinco tipos o estadios
asexuales de la fase enteroepitelial (A, endodiogenia; B, endodiogenia y endopoliogenia; C,
esquizogonia; D esquizogonia y endodopoligenia; E, esquizogonia) (Quiroz, 1988; Grandia
2013). El término endodiogenia se refiere al alojamiento y reproduccion intracelular de los

taquizoitos, principalmente por un fendmeno llamado biparticion (Correa, 2017).

Lo anterior se refiere a la reproduccion asexual de Toxoplasma gondii, posteriormente, la
fase sexual, o gametogonia, la cual se da inicamente en los felinos, se inicia cuando a partir
del tipo E o D se desarrollan los merozoitos, después el esquizonte (conjunto de merozoitos)
y hasta los macrogametos (células femeninas) y los microgametos (células masculinas). El
microgameto posee un doble flagelo que le posibilita desplazarse a lo largo de los enterocitos
y fecundar al macrogameto, dando origen al cigoto (Rivera, 2017). Este proceso se da
generalmente en las células del epitelio del ileon y en un lapso que va desde 5 hasta 15 dias
después de la infeccion (Quiroz, 1988). Después de este periodo de tiempo, los cigotos se
diferencian en ooquistes no esporulados, salen al lumen intestinal y al ambiente con las heces
del felino, pudiendo eliminar desde unos miles hasta millones de ooquistes en un periodo de
3 a 18 dias post- infeccion contaminando asi el suelo, hortalizas, y fuentes de agua (Muiiiz,

2009; Tenter, 2009; Grandia, 2013).

Simultaneamente con el desarrollo de la fase enteroepitelial, la fase extraintestinal, que se
lleva a cabo en los hospederos definitivos e intermediarios (Figura 14), se origina a partir
de que los bradizoitos y los esporozoitos llegan a la ldmina propia del intestino,
multiplicandose y diferenciandose como taquizoitos en los distintos tejidos: endotelio

vascular, fibroblastos, células mononucleares y leucocitos segmentados; ademas poseen la
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capacidad de viajar a través del torrente sanguineo y de la via linfatica hasta llegar a corazon,
cerebro, pulmones, musculo, 0jos y son capaces de atravesar la barrera placentaria (Dubey,

2006; Moreno, 2013).

Los taquizoitos son la forma movil y altamente dinamica del parasito, estas caracteristicas le
confieren la capacidad de diseminarse rapidamente a través de los tejidos (Muiiiz, 2009).
Estando dentro de las células hospederas, los taquizoitos se dividen y proliferan dentro de
una vacuola parasitéfora y cuando saturan el espacio intravacuolar de las células en las que
se encuentran, los taquizoitos salen debido a una ruptura o lisis celular, invadiendo otras
células adyacentes (Rivera, 2017), fendmeno conocido como fase aguda (Correa, 2017).
Los taquizoitos pueden encontrarse extracelularmente en cavidades corporales, liquido

cerebroespinal y en la sangre (Atias, 1994).

Al tener contacto con el sistema inmune de individuos sanos, los taquizoitos son eliminados,
sin embargo, algunos de estos se transforman en bradizoitos, momento en el cual empiezan
a sintetizar una pared que los envuelve y protege del ataque inmunitario. Esta pared empieza
a crecer y forma al quiste tisular, pudiendo sobrevivir durante toda la vida del hospedero y

generar la fase cronica de la enfermedad (Correa, 2017).

En el gato, el periodo prepatente (periodo de tiempo que va desde que ocurre la ingestion de
las diferentes fases del parésito, hasta que se eliminan los ooquistes en las heces) puede variar
desde 3 a 10 dias si lo que se ingirid fueron quistes tisulares o hasta 20 a 24 dias con la ingesta

de ooquistes (Blood, 1986).

Los ooquistes inmaduros pueden esporular en 2 a 3 dias bajo condiciones de humedad y

temperatura adecuadas (11-25 °C), asi como pueden perder su capacidad para esporular a

29



temperaturas de -21°C durante 1 dia, a -6°C durante 7 dias o 50°C por 10 minutos. En
contraste, los ooquistes esporulados resisten temperaturas mas extremas durante mas tiempo,
llegan a permanecer viables por méas de 54 meses a 4°C; ademds, mantienen sus
caracteristicas infectivas durante por lo menos 24 meses en agua salada y afios en agua dulce

(Dumétre, 2003; Dabritz, 2007; Galvan, 2017).

1.2.4 Transmision

La toxoplasmosis posee una transmision de tipo horizontal y vertical. En cuanto a la primera,
las formas mas comunes son el consumo de ooquistes que son eliminados con las heces de,
principalmente, el gato, pero también pueden eliminarlos linces, pumas, ocelotes, jaguares,
etc., esta forma del parasito se encuentra diseminada en el medio ambiente y algunos
animales toman el papel de vectores mecanicos, por ejemplo: artropodos, aves y pequenios
mamiferos. La ingesta de los ooquistes se presenta cuando un individuo tiene contacto con
tierra, verduras, frutas o agua contaminada, y no se lava ni se desinfecta las manos
correctamente; ademas, el consumo de carne cruda o mal cocida; asi como también los
animales carnivoros al depredar una presa infectada con el pardsito, son formas de
transmision de este tipo. Las transfusiones sanguineas y los trasplantes de 6rganos, tanto en
animales como en humanos, son elementos mediante los cuales se da la transmision del

parasito (Quiroz, 1988; Dubey, 2002; Mittal, 2014).

En la transmision vertical, cuyo papel en el gato no es tan comun (Venturini, 1995), pueden
presentarse crias que se infecten y excreten ooquistes (Dubey, 1994). En contraste, en la
especie humana, cuando la madre se infecta antes de la fecundacion y es inmunocompetente,
la probabilidad de transmision al feto es menor, pero cuando se infectan estando embarazadas

o se reactiva la enfermedad por alguna causa, el riesgo de transmision transplacentaria es
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alto. El riesgo de enfermedad congénita es menor (10-25%) cuando la infeccion se presenta
en el primer tercio de gestacion y es un 60-90% mas alto en el tercer semestre. No obstante,
si se llega a presentar la enfermedad, esta es mas severa en el primer y segundo tercio de
gestacion, causando muerte fetal y aborto espontaneo (Dubey, 2002; Jones, 2003; Grandia

2013; Mittal, 2014; Rivera, 2017).
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Figura 13. Ciclo biologico de Toxoplasma gondii en el hospedero definitivo. 1) Ingestion
de ooquistes esporulados o de quistes tisulares. 2) Liberacion de esporozoitos en el
estomago y duodeno. 3) Esporozoito inicia esquizogonia. 4) Formacion del esquizonte. 5)
Liberacion de merozoitos. 6a) Esporozoitos inician microgametogonia. 6al) Liberacion de
microgametos 6b) Esporozoitos inician la macrogametogonia y formacion del

macrogameto. 7) Fecundacion. 8) Formacion del cigoto. 9) Formacion de ooquiste no
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esporulado. 10) Liberacion de los ooquistes con las heces. 11) Temperatura y humedad
optima. 12) Formacion de esporoblastos 13) Formacion del ooquiste esporulado.

Elaborado por Herrera, 2022. Basado en Quiroz, 1988, Bésne, 2010, CDC, 2020, Attias,

2020.
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Created in BioRender.com bio

Figura 14. Ciclo biologico de Toxoplasma gondii en el hospedero definitivo y en los
intermediarios. 1) Ingestion de ooquistes esporulados del medio ambiente o de quistes
tisulares. 2) Liberacion de esporozoitos y bradizoitos en el estomago y duodeno. 3) Cambio
de esporozoito a taquizoito y llegada al epitelio intestinal. 4) Division de taquizoitos por

endodiogenia y formacion de la vacuola parasitofora. 5) Formacion del pseudoquiste. 6)
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Liberacion de taquizoitos secundario a lisis celular. 7) Transporte al torrente sanguineo.
7a) Taquizoitos diseminandose y atravesando barreras biologicas. 7al) Formacion de
quiste tisular. 7b) Diseminacion de taquizoitos a todo el organismo y formacion de quistes
tisulares en diferentes organos. Elaborado por Herrera, 2022. Basado en Quiroz, 1988;

Bésne, 2010, CDC, 2020, Attias, 2020.

1.2.5 Respuesta inmune inducida por Toxoplasma gondii

Cuando son ingeridas las fases del parasito, estas deben de atravesar barreras que forman
parte de la inmunidad innata, como el 4cido clorhidrico del estdbmago, la secreciéon de moco
y los péptidos antimicrobiales, los mas importantes son las defensinas y catelicidinas. De
igual manera, se encuentra la inmunoglobulina A que es secretada constantemente hacia el
lumen intestinal, favoreciendo la opsonofagocitosis del parésito. Aquellas estructuras
parasitarias que logran evadir esta parte de la inmunidad y logran invadir a los enterocitos,
generan una cascada de acontecimientos, en los que incluye el arribo parasitario a nddulos
linfaticos mesentéricos y la invasion a cé€lulas nucleadas (Abbas, 2014; Flores, 2015;

Sanchez, 2016; Quevedo, 2020).

Durante la fase aguda de la infeccion, los participantes en la respuesta inmune son
primeramente las células del epitelio intestinal y el mismo parasito. Los enterocitos empiezan
sintetizando quimiocinas (proteina quimiotdctica de monocitos-1 (MCP-1) y proteina
inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-2)) que conducen a la atraccion de neutrofilos,
macrofagos, células NK y células dendriticas (CD). Los neutréfilos fagocitan a parasitos
libres, es asi como ayudan a la reducciéon de la carga parasitaria (Takahashi, 2000;

Yamazaki, 2002; Corthay, 2009; Schmidr, 2012; Jazmin, 2015).
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Macrofagos, CDs y neutréfilos comienzan a segregar una citocina importante para el combate
contra el parasito, no unicamente contra 7Toxoplasma gondii, sino también frente a otros
patdgenos intracelulares: la interleucina 12 (IL-12). Se ha demostrado in vitro que estas
células producen IL-12 después de la exposicion con taquizoitos o, en su defecto, con lisados

del parasito (Gazzinelli, 1994; Sousa R, 1997; Bliss, 2000).

Al producirse grandes cantidades de IL-12, empieza la sintesis de IFN-y, citocina cuya
funcién primordial radica en que inicia la activacion de macrdfagos de forma masiva,
fagocitosis y la destruccion del parasito; asi mismo, estimula a las células NK y CD8" para
generar efectos citotoxicos. En sincronia, se sintetizan altas cantidades de TNF-a por parte
de los macrofagos, el cual funciona como cofactor ayudando a que estas células lleven a cabo
sus funciones efectoras: inhibicion de la replicacion y posterior eliminacion del parasito. Los
macrofagos y las células dendriticas presentan a los antigenos a los timocitos CD4"y CD8"
y con ayuda de la IL-12 se induce la secrecion del fenotipo Thl (Suzuki, 1988; Correa,

2007).

Los macrofagos activados por la IL-12, producen, ademas de TNF- a, 6xido nitrico (ON y

con esto se aumenta la destruccion del parésito (Correa, 2007).

En resumen, las citocinas clave para el control del parésito son: IL-12, IFN-y y TNF- a.
Cuando la infeccion ha sido controlada, inicia la produccion de IL-10 y de TGF-f por parte
de los Th3, los linfocitos T reguladores y las CDs, quienes son los encargados de la regulacion
de la fuerte respuesta pro-inflamatoria frente al parasito. Sin esta respuesta reguladora, la

respuesta Thl terminara, eventualmente, matando al hospedero (Correa, 2007).
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De 3 a 10 dias después de la infeccidon por el parasito, las inmunoglobulinas del tipo IgM
empiezan a aparecer en el suero, sin importar la cepa parasitaria, la edad o el sexo del
hospedero. Los anticuerpos IgM se presentan exclusivamente en la fase aguda de la
enfermedad, no obstante, pueden hallarse en suero hasta varios meses e inclusive hasta afios
después del primer contacto, esto se vuelve caracteristico en aquellos hospederos que

presentaron linfadenopatia (Del Bono, 1989; Gorgievski-Hrisoho, 1996; Correa, 2007).

La siguiente inmunoglobulina en presentarse es la IgA y persiste en sangre hasta por 6-7
meses (algunos autores mencionan que maximo podrian durar hasta cuatro meses: de Morais,
2015), pudiendo variar segun el tipo de hospedero y el tipo de infeccion; la IgA es regulada
por la produccion de IL-10 y TGF-B. Mayoritariamente, esta inmunoglobulina aparece antes
de que se d¢ la presencia de IgG (Francis, 1993; Gorgievski-Hrisoho, 1996; Sensini, 2006

Correa, 2007).

En la fase aguda, igualmente, los anticuerpos IgE son detectables en sangre y dependen de la
sintesis de IL-4, aparecen casi en sincronia con las IgM; asimismo y gracias a la produccion
de IFN-y y regulacion por parte de la IL-4 e [L-13 (marcador de la fase cronica), en esta etapa
se originan grandes cantidades de IgG, pero van disminuyendo hasta un titulo estable casi
dos afios después. Las subclases de IgG involucradas son las IgG1 (esta prevalece), 1gG2,
IgG3 e IgG4 (Godard, 1990; Nguyen, 1998; Correa, 2007; de Morais, 2015; Quevedo,

2020).
1.2.6 Antigenos de Toxoplasma gondii

Para la supervivencia del parasito, existen tres organelos esenciales para la invasion celular:

granulos densos, roptrias y micronemas, estos dedican parte de su metabolismo para
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sintetizar diferentes proteinas. Estas llevan el nombre de proteinas GRA, ROP y MIC,
respectivamente; ademas existen otras que son cruciales para la adherencia del parasito a la
célula hospedera: SAG (“Surface AntiGens”, -antigenos de superficie), GPI (antigenos de
superficie anclados por glucosilfosfatidilinositol), SRS (“SAGIl-related sequences”, -
relacionadas a secuencias SAG1) y las proteinas SUSA (“SAG-unrelated surface antigens”,
-aquellas que no estan relacionadas con las SAG) (Muiiiz, 2009; Diaz, 2010; Costa, 2014;

Berdion, 2015).

1.2.6.1 Antigenos de superficie (SAG)

Son también nombradas con base en su peso molecular aparente cuando fueron corridas por
primera vez en electroforesis en gel de poliacrilamida (por sus siglas en inglés, PAGE), por
ejemplo: la proteina SAG1 también es denominada p30 debido a que su peso molecular fue

de 30 KDa (kilo daltones) (Fatoohi, 2004; Costa, 2014).

Actualmente, se conocen 21 proteinas de este tipo y pueden hallarse expuestas en la
superficie de la membrana de Toxoplasma gondii, estan ancladas mediante las proteinas GPI;
ademas, se sabe que participan en la adherencia a las células hospederas y que algin cambio
conformacional podria influir en la capacidad de union a la membrana. Estan intimamente
relacionadas con la virulencia de las diferentes cepas del parasito. La presencia de las
variantes de esta proteina se asocia a diferentes estadios parasitarios, por ejemplo, la proteina
SAGI1 (P30) y SAG3 son especificas de los taquizoitos; por otra parte, las SRS9, BSR4 (P36)
y las SAG4A son exclusivas de los bradizoitos; sin embargo, algunas familias de proteinas
pueden ser sintetizadas por ambos estadios parasitarios, es el caso de la proteina SAG2 (P22)

(Lekutisa, 2001; Correa, 2007; Costa, 2014; Berdion, 2015).
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SAGTI es el antigeno de superficie de mayor importancia a pesar de solo representar del 3 al
5% del total de proteinas sintetizadas por el parasito, genera una respuesta inmune efectiva
de tipo celular y humoral y la mayoria de los anticuerpos son reactivos frente a SAG1 durante
la infeccion (Bulow, 1991; Khan, 1991; Velge-Roussel, 1994; Debard, 1996; Berdion,

2015).

En el 2004 Fatoohi y cols., demostraron que el antigeno SAGI fue capaz de generar una
respuesta inmune en 13 de 22 muestras (59%) analizadas, provenientes de pacientes del
Hospital Croix-Rousse en Francia y concluyeron que, para futuras vacunas, se pueden
considerar antigenos cuyo peso sea de entre 26 y 37 KDa, ya que proteinas que posean esa

caracteristica podrian estimular una respuesta inmune mas efectiva (Fatoohi, 2004).

En otro estudio por Hotop y cols., en el que se inocularon a pollitos de 7 a 8 semanas de edad
y a pavos de entre 4 y 8 semanas de edad con diferentes cepas y antigenos recombinantes de
Toxoplasma gondii; se llegd a la conclusion de que las inmunoglobulinas Y anti rSAGI1
estuvieron presentes en altas cantidades entre los dias 7 a 10 dias post-inoculacion,
perdurando hasta los 86 dias después de aplicado el indculo. Los antigenos rSAGI, rSUB y
rGRA1 poseen caracteristicas inmunogénicas importantes (Gross 1992; Aubert, 2000;

Golkar, 2008; Hruzik, 2011).
1.2.7 Meétodos diagnosticos en México y su relevancia clinica

Se clasifican en dos grupos: los métodos directos y los indirectos: los primeros se agrupan
de dos formas y su objetivo es 1) demostrar la presencia o no del pardsito en liquidos
corporales (liquido cerebroespinal, exudado peritoneal, pleural, placentario, bronquial), en

excreciones y en los tejidos (papulas cutaneas, humor acuoso del ojo, biopsias) de personas
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potencialmente positivos a la infeccion. Incluyen la prueba de histopatologia e
inmunohistoquimica (IHQ). En los tejidos representativos de lesiones se pueden encontrar
focos de necrosis, inflamacion y acimulos de bradizoitos, en quistes tisulares, o de
taquizoitos (Morales E; Eustaquio, 2014). Sin embargo, el estudio microscdpico debe de
diferenciarse de otros parasitos con morfologia similar: Sarcocystis, que son dos veces mas
grandes que Toxoplasma gondii y poseen una pared quistica, las formas leishmanicas de
Trypanosoma cruzi tienen un cinetoplasto y un centrosoma caracteristicos, mientras que
Besnoitia se caracteriza por nucleos gigantes de la pared quistica que contiene a los

microorganismos (Trigo, 2015).

Aislar al agente por medio de la inoculacion en animales de laboratorio, como lo son ratones,
conejos, cobayos, hamsters, etc., o en cultivos celulares con preparados de tejidos que sean
sugerentes a la infeccion por Toxoplasma gondii; asi como también la inoculacién en
embriones de pollo, y con esto poner de manifiesto la presencia de ADN del agente por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Morales E; Eustaquio, 2014). Entre las
desventajas que acompafian estos métodos diagnosticos son que no son sencillas de llevar a
cabo, necesitan de personal capacitado y no las realizan en todos los laboratorios.

(Eustaquio, 2014).

Por otro lado, se cuentan con pruebas a través de 2) métodos indirectos, siendo el objetivo
principal de estos la deteccion de anticuerpos especificos contra el agente, estos pueden
evidenciarse en suero, plasma, leche, lagrimas, saliva y liquido cerebroespinal, amnidtico e
intraocular. La deteccion de anticuerpos IgG indica una infeccion de tipo cronica, mientras
que evidenciar anticuerpos IgM nos habla de una infeccion de tipo aguda, la IgA se ha

asociado a infecciones agudas, aunque puede persistir por largos periodos de tiempo,
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detectandolas en 33% de los casos cronicos (Montoya, 2008). La prueba de avidez de los
anticuerpos (basada en la distinta fuerza de unién entre el antigeno y el anticuerpo) descrita
por Hedman en 1989, demuestra que cuando se hallan predominantes los anticuerpos IgG de
baja avidez, la prueba corresponde a una infeccion de tipo aguda, mientras sucede lo contrario
con la fase cronica (Morales; Lappalainen, 1993; Holliman, 1994). En esta prueba se
utiliza un agente desestabilizante de puentes de hidrogeno, por ejemplo, la urea, y la reaccion

resultante es la disociacion de la unidn entre IgG especificas y el antigeno (Markelt, 2000).

Las pruebas més usadas son 1) prueba de Sabin y Feldman, conocida como prueba del
colorante, cuyo objetivo es tefiir a los toxoplasmas con colorante de May-Grun-Wal-Giemsa,
considerandola de gran importancia clinica, efectividad y sensibilidad, el inconveniente que
presenta es que se requiere mantener viable al parasito a través de pases sucesivos en ratones
(Sabin, Echenwal, 1952; Pangalos, 1956; Eustaquio, 2014). 2) aglutinacion en latex, 3) la
hemoaglutinacion, 4) aglutinaciéon inmunoabsorbente (ISAGA), 5) la inmunofluorescencia
indirecta (IFAT), que presenta como desventaja requerir un microscopio con luz ultravioleta
y globulinas anti-especie para cada especie (Quiroz, 1988), 6) ELISA, 7) fijacion del
complemento: consiste en obtener al antigeno por medio de electroforesis del cultivo de
Toxoplasma gondii en embriones de pollo, la desventaja que presenta es que posee poca
sensibilidad y es complicada de realizar (Warren, 1942; Westphal, 1951), 8) Western Blot
y 9) la prueba de la reaccion V (Lr), utilizando al Lebistes reticulatus (pez Guppy), entre las
ventajas que presenta son que es muy sensible, es facil de elaborar y es de bajo costo
(Morales; Eustaquio, 2014). Existe otra prueba, pero es mucho menos comun y su

disponibilidad es menor: prueba intradermo-reaccion a la toxoplasmina (Frankel, 1948), su
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desventaja es que causa reacciones cruzadas con otras proteinas y se ha limitado a encuestas

epidemioldgicas (Eustaquio, 2014).

Actualmente, la mayoria de las pruebas diagnosticas que se elaboran en laboratorios de
México para diagnostico humano y animal, son las pruebas de quimioluminiscencia (QM):
basado en un inmunoensayo tipo sandwich con captura de clases de inmunoglobulinas,
utilizando tecnologia quimioluminiscente y la gran ventaja es que posee 96.5% de
sensibilidad y 98.6% de especificidad (en el caso del fabricante Advia Centaur Siemens)
(Gribaudo, 2017). El costo promedio de esta prueba es de $1192 pesos mexicanos para

laboratorios de diagndstico humano.

Otra prueba diagndstica es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), pero muy pocos

laboratorios la manejan y el costo es elevado, oscilando los $5000 pesos mexicanos.

Por ultimo, otra prueba que se maneja es el ELISA para detectar anticuerpos IgG, IgM, IgE

o IgA, y asi poder diferenciar las infecciones agudas de las cronicas (Maeltek, 2000).

1.2.7.1 Prueba de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas

(ELISA, -Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent Assay)

Los anticuerpos sintetizados por un organismo y secundarios a un estimulo por contacto con
antigenos del medio o de una vacuna, pueden ser medidos mediante técnicas in vivo o in
vitro. Las primeras se encargan de medir directamente la respuesta bioldgica en animales de
laboratorio, poseen una gran sensibilidad y especificidad; sin embargo, son caras. Por otro

lado, tenemos a las pruebas in vitro, un ejemplo de estas es la prueba ELISA (Ochoa, 2012).
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En la técnica de radioinmunoensayo (por sus siglas en inglés, RIST: Radioimmunosorbent
Techniques), para la deteccion cuantitativa de un antigeno o de anticuerpos, se necesita del
uso de un marcaje radioactivo con radioisétopos *C, *H, 32P, 21, 3’Co, etc. Representando
un riesgo medioambiental, para el operador y las personas que se vieran involucradas en este
tipo de procedimientos. De aqui surgio6 la necesidad de buscar alguna alternativa mas segura
para el medio ambiente, asi como también que para poder ejecutarla se pudiera usar equipo
mas sencillo y que fuera menos costoso (Voller, 1978; Lequin, 2005; van Weemen, 2005;

Goers; Fernandez, 2007).

La prueba de ELISA, descrita por primera vez en 1971 por Eva Engvall y Peter Perlmann, es
un sistema en donde un antigeno o anticuerpo se adsorben a una fase solida (microplaca de
poliestireno o a una membrana de nitrocelulosa) y es sobre la cual se llevan a cabo las

reacciones (INDRE, 2000).

El ELISA representa una técnica de eleccion a la hora de medir analitos (anticuerpos,
antigenos, proteinas, glicoproteinas, hormonas, etc.) por su alta sensibilidad, detectabilidad
y especificidad; es de facil elaboracion, es reproducible, puede llegar a adaptarse a casi
cualquier laboratorio y gracias a la gran variedad de sustratos y cromdgenos adquiere la
ventaja de ser versatil. Utiliza un tiempo de elaboracion reducido, para realizarse se requiere
una pequeia cantidad de muestra (en ), las enzimas son menos costosas y no implican un
riesgo para el operador y puede llegar a automatizarse (Voller, 1978; Lequin, 2005; van

Weemen, 2005; Goers; Fernandez, 2007; Ochoa, 2012).

Este tipo de ensayo se basa en tres caracteristicas bioldgicas importantes: la especificidad de

los anticuerpos hacia al antigeno (se conjugan con una enzima), el poder catalitico (catalizar
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una reaccion en la que el sustrato genera un color) y la alta especificidad de las enzimas

(INDRE, 2000; Ochoa, 2012).

Un anticuerpo es un tipo de proteina que se produce por el sistema inmune de un individuo
y posee una region especifica que se une a un antigeno. Este ultimo es también una proteina,
pero proviene de una fuente desconocida para el cuerpo y que induce a una cascada de

eventos orquestada por el sistema inmune (Alhajj, 2022).

La reaccion consiste en la union antigeno-anticuerpo y es detectable mediante una reaccion
colorimétrica o de emision de luz, gracias a la interaccion entre la enzima y el sustrato. La
intensidad de color es directamente proporcional a la intensidad y es medible en un

espectrofotometro (INDRE, 2000; Ochoa, 2012).

El ELISA se produce en una placa de poliestireno, tipicamente con 96 pozos a los cuales la
proteina se unira fuertemente. Dependiendo del tipo de ELISA, se requiere de un anticuerpo
primario y/o secundario, un analito o antigeno, un recubrimiento del antigeno o anticuerpo,
un amortiguador (buffer), solucion de lavado y un sustrato o cromogeno. El anticuerpo
primario corresponde a aquel que se unira a la proteina de interés, mientras que el anticuerpo
secundario refiere a un anticuerpo que estd conjugado a una enzima y que reacciona y se une
al anticuerpo primario o al antigeno, dependiendo de la variante que se esté elaborando

(Engyvall, 2010; Shah, 2016; Konstantinou, 2017; Alhajj, 2022).

Existen cuatro etapas generales en una prueba ELISA:

» Recubrimiento de la placa con un anticuerpo o un antigeno.
» Bloqueo, mayoritariamente con la adicion de albumina sérica bovina (BSA, bovine

seric albumin)
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» Deteccion: reaccion generada por la inclusion de un sustrato (enzima) cromogeno.
Los mas usados gracias a su estabilidad y reproducibilidad de resultados son: la
peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase), fosfatasa alcalina (ALP,
alkaline phosphatase) y B-galactosidasa (BG). Los sustratos para la enzima HRP son
el peroxido de urea o el peroxido de hidrogeno, estos sufren una reaccion de reduccion
y para que generen color, se les acompafia de cromogenos que se oxidan durante la
reaccion enzimatica (la mas usada es la orto-fenilendiamina). Los sustratos para la
ALP son el p-nitrofenil fosfato (pNPP, P-Nitrophenyl-phosphate), este genera un
color después de ser incubado a temperaturas mayores de 30°C durante 15 a 30
minutos como resultado de haber sido degradado por la enzima. Existe otro sustrato
llamado 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato, utilizado ampliamente en los ELISA en
tubo o en dot-ELISA.

> Lectura de la absorbancia

Entre cada uno de los pasos anteriores se realizan lavados con una solucion
amortiguadora, un ejemplo es la soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS, phosphate-
buffered saline) y con un detergente no i6nico para remover material residual, el nimero
de lavados depende del protocolo que se esté llevando a cabo (INDRE, 2000; Ochoa,

2012; Alhajj, 2022).

Actualmente existen 4 variantes de la prueba ELISA (Figura 15):

1) Directo, en el que el anticuerpo especifico estd unido a la enzima (conjugado), y que
reaccionara con el antigeno que se encuentra unido a la placa de poliestireno. Entre las
ventajas que posee la prueba son que se elimina la posibilidad de reaccion cruzada con el

anticuerpo secundario y que su elaboracion es mas sencilla y rapida. Una desventaja al
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realizar esta variante es que su sensibilidad es menor al momento de compararla con otros

tipos de ELISA (INDRE, 2000; Engval, 2010; Shah, 2016; Kohl, 2017; Alhajj, 2022).

2) Indirecto, en el cual el anticuerpo unido a la enzima reaccionara con un primer
anticuerpo (anti- anticuerpo) que ya reacciono previamente con el antigeno que se
encuentra unido a la placa. Posee, comparado con el ELISA directo, una mayor
sensibilidad; ademas, implica un costo menos elevado y es mas flexible a la hora de
seleccionar los anticuerpos secundarios (conjugados). La desventaja que adquiere esta
prueba es que existe un riesgo de reaccion cruzada para la deteccion de los anticuerpos
primarios (los que contiene la muestra, si es que los tuviera) (INDRE, 2000; Engval,

2010; Ochoa, 2012; Shah, 2016; Kohl, 2017; Alhajj, 2022).

3) De captura de antigenos o también conocidos como ELISA sandwich, consiste en
adsorber un primer anticuerpo a la fase sélida, los antigenos de interés (que se encuentran
en la muestra de interés) se unirdn especificamente a esos anticuerpos de fase solida, a
continuacion, se agrega el anticuerpo primario y después al conjugado anticuerpo-
enzima, que reaccionara con el anticuerpo primario. Posee la mayor sensibilidad de entre
las diferentes pruebas ELISA, pero requiere mas tiempo y costos variablemente elevados
por la necesidad de adquirir los anticuerpos secundarios y a los antigenos divalentes o
multivalentes (INDRE, 2000; Engvall, 2010; Ochoa, 2012; Shah, 2016; Kohl, 2017;

Alhajj, 2022).

4) Competitivo, su fundamento se basa en que el anticuerpo o antigeno unido a la fase
solida, se unira al conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, respectivamente,
pero esa reaccion puede ser inhibida por un analito no marcado en la muestra. Tiene una

baja especificidad y no puede ser empleada en muestras diluidas. Sin embargo, los
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beneficios de su uso incluyen el que se necesita una menor purificacion de la muestra, se
pueden medir diferentes antigenos y tiene menor variabilidad (Engvall, 2010; Ochoa,

2012; Kohl, 2017).

Representacion del ELISA directo (A), indirecto (B), captura de antigeno o sandwich (C) ¥ competitivo (D)
@ SUBSTRATO

SUBSTRATO

§ss*

NN

= CONJ'LG’«DD

@= ANTIGEND

SUBSTRATO

© of .
Jlfm

i f
o

YWAAMY Y
Elaborado por Enrigue Adridn Herrera Agm'rrc—r\

Figura 15. Tipos de ELISA. Elaborado por Herrera, 2022. Basado en: INDRE, 2000;

SUBSTRATO

Engvall, 2010; Ochoa, 2012; Kohl, 2017, Alhajj, 2022.

1.3 Planteamiento del problema

En cualquier sistema de produccién animal es muy importante implementar medidas de
bioseguridad para evitar las infecciones que involucren a agentes patdogenos, en este caso al
parasito Toxoplasma gondii. Existen ciertos factores de riesgo, en especial la presencia del

gato dentro de producciones no controladas; asi como la contaminacion de agua y del forraje
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que se les proporciona como alimento a los animales dentro del proceso productivo (Stelzer,

2019).

La prevalencia del parasito en producciones de cerdos, en general, es de <1% en aquellas
producciones donde los animales estan en confinamiento y con buenas medidas de
bioseguridad, previniendo que accedan a las producciones animales vectores o reservorios
como los son algunos roedores o los mismos gatos; por otra parte la prevalencia aumenta
hasta un 60% o mas cuando estas medidas no se practican adecuadamente o en producciones
de traspatio con bioseguridad no regulada (Dubey, 2008; Bacci, 2015; De Berardinis, 2015;

Papatsiros, 2016; De Berardinis, 2017).

En los pequenos rumiantes, en especial en los ovinos, el pardsito puede generar una muerte
embrionaria temprana o la reabsorcion; asi como también es capaz de causar muerte fetal,
momificacién, abortos y muerte neonatal. La severidad de los signos depende de la etapa en
la que se produzca la infeccion, mientras mas temprana se presente, las consecuencias son
mas severas. Debido a las afecciones que puede generar este protozoario, en distintos paises,
como Nueva Zelanda, Australia, Reino Unido y Estados Unidos, es considerado una de las
causas mas importantes de pérdidas productivas y econdomicas en estos pequefios rumiantes,

generando pérdidas econdmicas significativas (Dubey, 2009).

Un indicador de contaminacion del medio ambiente y los recursos que se utilizan en
producciones de aves es la presencia de ooquistes de Toxoplasma gondii, existiendo una
mayor prevalencia del parésito en aquellas producciones de traspatio o de aves libres de jaula,
que en producciones de tipo de intensivo (Yang, 2012; Guo, 2015; Schares, 2017; Stelzer,
2019). En general, los pollos, pavos, patos y los gansos ocasionalmente desarrollan signos

después de haberse infectado con el parasito; sin embargo, se ha mencionado que pollitos de
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un mes de edad infectados con ooquistes de 7. gondii tipo I (cepa GT1), han desarrollado la
enfermedad y signos clinicos asociados a la misma, mientras que aquellos que fueron
infectados con el tipo II (cepa ME49) no desarrollaron signos clinicos (Dubey, 1993). Por
otra parte, un estudio realizado con pollos de diez dias de edad, que fueron inoculados via
intraperitoneal con 5x108 1x10%, 1x107 y 1x10° taquizoitos de cinco cepas diferentes: RH,
CN, JS, CAT2 y CAT3, demostré que a dosis mayores de 1x10%, pueden presentarse signos

asociados a una toxoplasmosis aguda (Wang, 2015).

Los reportes de toxoplasmosis clinica en el ganado bovino son poco comunes, debido a que
se sugiere que estos animales son de cierta manera resistentes a infecciones por el parasito;
sin embargo, los casos de toxoplasmosis reportados en los que se aislo al parasito, se han

asociado a abortos (Canada, 2002).
1.4 Justificacion

Los animales de granja representan una fuente directa de infeccion para los humanos debido
al consumo de carne cruda o mal cocida. Ademads, estos animales son un posible reservorio
para el parasito 7. gondii siendo el responsable de pérdidas econdmicas en diferentes regiones
del mundo, en particular en aquellas donde se llevan a cabo sistemas de pastoreo, la

importancia por controlar a este agente infeccioso ha ido en aumento (Stelzer, 2019).

Dada la importancia del parasito Toxoplasma gondii, en el presente trabajo se purificaron
IgY especificas contra la proteina rSAG1 del parésito a partir de yemas de huevos producidos
por gallinas inmunizadas con dicho antigeno. Su obtencion puede ser a gran escala y sin
afectar el bienestar del ave. Con los anticuerpos obtenidos de esta forma se podran desarrollar

herramientas diagndsticas que permitan monitorear en animales de produccion, en animales
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de compaiiia y en humanos la infeccion con este parasito, con lo que se podrian identificar
precozmente y llevar a cabo las medidas pertinentes para controlar o mitigar los dafios
econoémicos y de salud que la infeccién pueda causarle a los animales de granja o a los

humanos.

1.5 Objetivos
1.5.1 General

Obtener y purificar inmunoglobulina Y contra la proteina rSAG1 del parésito Toxoplasma

gondii mediante la inmunizacion de gallinas.

1.5.2 Particulares

e Inmunizar gallinas con el antigeno rSAG1 de Toxoplasma gondii

e Purificar IgY total de yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas con el antigeno
rSAG1

e Corroborar la presencia de IgY especifica anti-rSAG1 mediante la prueba de ELISA

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Produccion de IgYs

Material utilizado

» 10 gallinas SPF, también conocidas como Aves Libres de Patogenos Especificos

(ALPES)
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10 jaulas para postura con bebederos de niple

3 timer con sus respectivos focos

Alimento concentrado especial para gallinas ALPES para postura fase 2
Inmunoégeno, proteina recombinante SAG1 (rSAGI)

Jeringas de 1 mL con aguja del 22 de % de pulgada

Bolsas plasticas nuevas para almacenar el huevo

YV VYV VYV V¥V VvV V V

Refrigerador

Mcétodos

Recepcion del lote de gallinas sexualmente maduras a hiperinmunizar.

Se realiz6 la recepcion de 10 gallinas ALPES de 50 semanas de edad, 2 semanas antes de
iniciar la hiperinmunizacion, con el objetivo de regresar al estado basal la presencia de

catecolaminas en sangre y con ello, estabilizar la presencia de estrogenos en sangre.

Una vez habituadas las aves, se realizo la hiperinmunizacion, empleando como antigeno a la

proteina rSAG1 de Toxoplasma gondii desarrollado por el Instituto Nacional de Pediatria.

La inmunizacion se realiz6 mediante la aplicacion de tres dosis via intramuscular (IM) en el
musculo de la pechuga a un volumen total de 0.2 mL de antigeno recombinante SAG1 por
aplicacion. La segunda aplicacion 2 semanas después de la primera y la tercera una semana
después de la segunda. A partir de la primera semana de aplicacion de las dosis del
inmunogeno, se recolectaron todas las piezas de huevo producidos por las gallinas hasta la
finalizacion del proyecto que dur6 23 dias posteriores a la ultima inoculacion, y se
almacenaron a 4°C hasta su procesamiento. Se obtuvo una recolecta total de 152 piezas de

huevo.
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2.2 Purificacion de IgY de yemas de huevos utilizando polietilén

glicol (PEG) 6000 de acuerdo con Amro y cols. (2017)

Material utilizado

Huevos de gallinas hiperinmunizadas
Contenedor de plastico con capacidadde 1 02 L

Papel absorbente de 26.8 x 11.3 cm aproximadamente

vV V VYV V¥V

Botella de plastico con capacidad de 1 L, la caracteristica deseada de la misma es que
sea rigida y que al ser deformada pueda regresar parcialmente a su forma normal
1 cuchara sopera

Puntas para micropipeta con capacidad de 200 uL-1000 uL

Polietilenglicol 6000 grado biologia molecular (PEG 6000)

Solucion amortiguadora de fosfatos 1x (PBS 1x)

Vasos de precipitado con capacidad de 500 mL

Matraz Erlenmeyer con capacidad de 1 L

Papel filtro de la marca Whatman™

Gasas

Embudo de vidrio

Vortex

Centrifuga modelo 5810 R de la marca eppendorf™

vV Vv YV Vv VY VY V¥V ¥V V VYV V V

Tubos conicos de la marca Corning™ o Neptune™ con capacidad de 15 mL y 50
mL

> Béscula analitica modelo Adventurer™ de la marca OHAUS
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Meétodos

1.- Romper el cascardn con ayuda de alguna superficie o de la misma cuchara y verter el
contenido dentro del contenedor de plastico y succionar la yema con la botella de plastico o,
en su defecto, con ayuda de la cuchara obtener la yema y retirar la mayor cantidad posible de

la clara utilizando puntas para micropipeta, teniendo sumo cuidado de no romper la yema.

2.- Colocar la yema sobre papel absorbente y desplazarla para limpiar la mayor cantidad de

proteinas que se encuentre alrededor de la yema.

3.- Con las puntas para micropipeta, romper la membrana perivitelina de la yema y depositar

su contenido en tubos conicos de 50 mL o en vasos de precipitado de 500 mL
4.- Adicionar PBS 1x al doble del volumen total obtenido de las yemas.
5.- Agregar PEG 6000 a una concentracion de 3.5% del volumen total.

6.- Mezclar de manera manual y con ayuda de un vortex durante 10 minutos y hasta que se

haya disuelto por completo el PEG 6000.

7.- Llenar los tubos conicos a un volumen homogéneo y centrifugar a 3100 fuerzas g (RCF)

durante 20 minutos a 4°C.

8.- Decantar el sobrenadante en otro tubo conico de 50 mL filtrando con papel Whatman™

0, en su defecto, con gasas y apoyandose de un embudo de vidrio.
9.- Con base en el nuevo volumen obtenido, agregar PEG 6000 a una concentracion de 8.5%.

10.- Mezclar de manera manual y con ayuda del Vortex durante 10 minutos y hasta que se

haya disuelto por completo el PEG 6000.
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11.- Llevar a volumenes iguales los tubos conicos y centrifugar a 3100 fuerzas g (RCF)

durante 20 minutos a 4 °C.

12.- Decantar y descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 uL de PBS 1x con

ayuda de una micropipeta y puntas de 1000 pL.

13.- Mezclar de manera manual y con Vortex durante 10 minutos y llevar a un volumen total

de 10 mL cada tubo.
14.- Agregar PEG 6000 a una concentracion del 12%.

15.- Mezclar de manera manual y con Vortex durante 10 minutos y hasta que se haya disuelto

por completo el PEG 6000.
16.- Centrifugar a 3100 fuerzas g (RCF) durante 20 minutos a 4°C.

17.- Decantar y descartar el sobrenadante y después resuspender el pellet en 800 uL de PBS

Ix con ayuda de una micropipeta y puntas con capacidad de hasta 1000 pL.

2.3 Precipitacion con Sulfato de Amonio (NH4):SO4sde acuerdo con

Wingfield (2016)

Material utilizado

» Microtubos graduados de polipropileno con capacidad de 1.5 mL
» Micropipetas y puntas con capacidad de 20-200 uL y de 200-1000 uL

» Sulfato de Amonio (NH4)2SO4
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> Bascula analitica modelo Adventurer™ de la marca OHAUS
> Vortex

> PBS Ix

» Microcentrifuga para microtubos de 1.5 mL de la marca Hermle Z, modelo 300 K

Mcétodos

1.- De los 4 tubos obtenidos como resultado de la purificacion de IgY por grupo de muestra,
llevar a un volumen total de 3 mL con PBS 1x y distribuir en microtubos con capacidad de
1.5 mL con ayuda de una micropipeta y puntas de hasta 1000 uL; obteniendo asi 2 microtubos

por grupo de muestras y un total de 8 microtubos.
2.- Agregar (NH4)2SO4 a una concentracion del 40% para cada microtubo.

3.- Mezclar de manera manual y con ayuda de un vortex durante 10 minutos y hasta que se

haya disuelto por completo el (NH4)2SOs4.

4.- Almacenar a 4°C durante 1 hora.

5.- Centrifugar a 16037 fuerzas g (RCF) durante 30 minutos a 4°C.
6.- Decantar y descartar el sobrenadante.

7.- Resuspender el pellet, que es el que contiene precipitadas las inmunoglobulinas Y con

100 pL de PBS 1x.

8.- Mezclar de manera manual y con el Vortex durante unos minutos.

2.4 Obtencion de la concentracion de IgY en mg/mL mediante

espectrofotometria con NanoDrop™
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Se utilizé un espectrofotometro de la marca NanoDrop modelo ND-1000.

2.5 ELISA indirecta para la determinacion del titulo de
anticuerpos IgY contra Toxoplasma gondii, con base en lo descrito

por Correay cols. (2000)

Material utilizado

» Placas de poliestireno con 96 pozos de fondo plano

» Micropipetas multicanal con capacidad para diferentes volimenes, marca eppendorf
y BIOHIT

» Canaletas o depositos de reactivos para micropipetas multicanal

» Maquina de lavado para placas de ELISA de la marca BioRad, modelo 1575,
ImmunoWash

» Tubos conicos de la marca Corning™ o Neptune™ con capacidad de 50 mL

» Micropipetas con diferentes volumenes de capacidad de las marcas eppendorf y
BIOHIT

» Incubadora que maneje temperaturas de 37 °C

» Solucion amortiguadora de carbonatos con pH 9.6

» Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

» PBS-Tween

» Albumina Sérica Bovina (BSA) al 1%, como solucion de bloqueo

» Anticuerpos primarios obtenidos de gallinas hiperinmunizadas con antigeno rSAG1

» Antigeno de Extracto Crudo de Toxoplasma gondii (ECTg) a una concentracion de 2

mg/mL
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» Antigeno rSAG1 a una concentracion de 1.29 mg/mL

» Conjugado, que en este caso contiene a la IgG de cabra anti IgY de pollo, asociado a
una enzima llamada peroxidasa de rabano o HRP, por sus siglas en inglés de la marca
Synbiotics Corporation®

» Solucion de cromoégeno/sustrato (ELISA) para peroxidasa: 4 mg de orto-
fenilendiamina, 5 mL de acido citrico 0.1 M y citrato de sodio 0.1 M y 4 uL. de H>O>
al 30%

» Solucidén de acido sulfurico: A 850 mL de agua bidestilada se le agregan 98.08 mL
de 4cido sulftrico (H2SO4), posteriormente se afora a un volumen total de 1000 mL,

como solucion de stop

Meétodos

1.- Diluir con soluciéon amortiguadora de carbonatos al antigeno rSAG1 y al antigeno de
ECTg, a una concentracion de 8 ug/mL mediante un andlisis dimensional utilizando la

siguiente formula:
CiVi=CV;

2.- Sensibilizar los pozos de la columna nimero 11 con 100 pL de la solucion de antigeno y
a partir de la columna 10 realizar diluciones seriadas 1:2. A excepcion de la columna 12, a la

cual no se le colocd ninglin antigeno.
3.- Dejar incubando la placa durante toda la noche a 4°C.

4.- Eliminar la solucién vertiendo su contenido y secando el excedente con gasas.
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5.- Realizar tres lavados con PBS-Tween con un volumen de 200 pL por pozo con ayuda de

una maquina para lavado de placas ELISA y entre cada uno de ellos se repiti6 el paso 4.

6.- Agregar la solucion de bloqueo, la cual contenia albimina sérica bovina (BSA) al 1%.

7.- Dejar incubar durante 2 horas a 37 °C.

8.- Repetir los pasos 4 y 5.

9.- Diluir al anticuerpo primario a una concentraciéon de 200 ug/mL, preparar la soluciéon y
agregar a la fila A y B un volumen total de 100 pL a cada pozo, a partir de la fila B realizar

diluciones seriadas 1:2 hasta la fila G, en la fila H no se coloc6 anticuerpo primario.

10.- Dejar incubar durante toda la noche

11.- Repetir los pasos 4 y 5.

12.- Agregar a todos los pozos un volumen total de 100 pL del anticuerpo secundario con

titulo de 1:2500, este corresponde al conjugado.

13.- Incubar durante 2 horas a 37°C y posteriormente realizar los pasos 4 y 5.

14.-Colocar 100 pL de solucion de cromdgeno sustrato para peroxidasa en cada uno de los

poZzos.

15.- Dejar incubar durante 30 minutos (en el caso de la peroxidasa en la oscuridad).

16.- Transcurrido el tiempo, detener la reaccion enzimatica con acido sulftrico con 50 pL

por pozo.

17.- Leer la absorbancia en un lector de ELISA a 490 nm.
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3. RESULTADOS

1.- Después de recolectar el huevo cada dia antes y después de la hiperinmunizacion, se
clasificaron de acuerdo con el periodo de tiempo en el que fueron inoculadas las gallinas con
el antigeno, es decir, recolecta basal, recolecta después de la primera inoculacion, recolecta
después de la segunda inoculacion y, por ultimo, recolecta después de la tercera inoculacion,

quedando de la siguiente manera:

Clasificacion Numero de huevos
totales

Basal 3

Pla 15

P2a 49

P3a 85

Cuadro 1. Conteo total de piezas de huevo con base en el tiempo de inmunizacion de las
aves. La columna de la izquierda hace referencia al momento en el cual se recogieron las
piezas de huevo: Basal, Pla, pos-primera inoculacion, P2a, pos-segunda inoculacion,
P3a, pos-tercera inoculacion. En la columna de la derecha se muestra el numero de piezas

recogidas segun el momento de la colecta de las mismas.

La cantidad final de huevos que se obtuvieron y que se sometieron al proceso de purificacion

fue de 152 piezas totales.

2.- Al término de la purificacion con PEG 6000, la cantidad total de tubos que se obtuvieron

fueron cuatro, clasificados de la misma manera:
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1.- Basal.

2.- Pos primera inoculacion (Pla).

3.- Pos segunda inoculacion (P2a).

4.- Pos tercera inoculacion (P3a).

3.- Como resultado de haber precipitado las IgY con sulfato de amonio (NH4)2SOs, la
suspension de IgY se colocd en microtubos de 1.5 mL, dando un total de 8 microtubos, es

decir, 2 microtubos por grupo de muestras, el rétulo de estos fue el siguiente:

. >1/2
Basal IgY anti Toxoplasma gondii
»2/2
) >1/2
Pla IgY anti Toxoplasma gondii
»2/2
>1/2
P2a IgY anti Toxoplasma gondii
»2/2
. >1/2
P3a IgY anti Toxoplasma gondii
»2/2
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4.- Medimos la concentracion de IgY mediante espectrofotometria (NanoDrop™):

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

5.- Por ultimo, cuando se realiz6 la prueba de ELISA indirecta, se disefiaron tres placas: la
primera fue una variante de ELISA indirecta con el objetivo de titular el anticuerpo
secundario, la segunda tendria como antigeno al extracto crudo de Toxoplasma gondii
(ECTg) y para la ultima ,el antigeno que se utilizé fue el recombinante SAGI1; ademas, se
trabajo con la concentracion de 22.25 mg/mL del anticuerpo primario, correspondiente a la
muestra al 1/2 P3a IgY anti Toxoplasma gondii, esta concentracion fue diluida hasta obtener

200 pg/mL; de igual forma, la concentracion con la que se trabajaron a los antigenos rSAGI

1/2 Basal IgY anti Toxoplasma gondii: 1.06 mg/mL
2/2 Basal IgY anti Toxoplasma gondii: 0.68 mg/mL
1/2 Pla IgY anti Toxoplasma gondii: 1.23 mg/mL
2/2 PlalgY anti Toxoplasma gondii: 0.97 mg/mL
1/2 P2a IgY anti Toxoplasma gondii: 6.02 mg/mL
2/2 P2a 1gY anti Toxoplasma gondii: 6.92 mg/mL
1/2 P3a IgY anti Toxoplasma gondii: 22.25 mg/mL

2/2 P3a IgY anti Toxoplasma gondii: 5.44 mg/mL

y ECTg fue de 8 pg/mL.

El modelo de la placa de ELISA para titular al anticuerpo secundario se muestra en la figura

16.
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Titulacion del anticuerpo secundario por ELISA indirecto

18351'[3 S 1?252; 20pg/mL Antigeno 0.04 pg/mL
S k1 2,34 5 67 8 910 1112
1250 Al QOOOOPOOOOOO
Bl OOOOOPOOOOOO
c| OOOOPOOOOOO
b| SO SESOH
Yema (Ac)
El OOO0OOPOOOO0OO
F| OOO0OOPOOO0O00
e OOOOPOOOOOO
1320000 H| O OOOO0®OO00O00O

* Revelar con anti-
Igy totales

Figura 16. Descripcion esquematica del modelo de la placa de ELISA para la titulacion

del anticuerpo secundario.

En esta imagen se describe que, en los pozos de las columnas nimero 1 y 2, no se coloco
anticuerpo primario, esto da como resultado que, en dichas columnas, no se obtenga ninguna
absorbancia significativa debido a que el anticuerpo secundario o conjugado no se unio al
anticuerpo primario. El objetivo principal de no haber colocado al anticuerpo primario en los
pozos antes mencionados fue para identificar a esas columnas como controles negativos de

la prueba. A partir de la columna 3 se colocd en cada pozo al anticuerpo primario a una
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concentracion de 20 ug/mL y se hicieron diluciones seriadas 1:2 hasta la Gltima columna,
finalizando con una concentracion de 0.04pug/mL en la columna numero 12. El antigeno se
coloco en la fila A con titulo de 1:2500, para posteriormente hacer diluciones 1:2 hasta la fila

H, quedando un titulo final de 1:320,000.

Al finalizar la prueba, se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro a 490 nm (Cuadro 2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.233 1 0.205 1.611  1.587  1.575 1.603  1.620 1.576 1.496 1.450  1.303  1.370

0.208 | 0.211 | 0.862 | 0.878 0.867  0.851 | 0.832 | 0.669 | 0.778 | 0.775  0.742  0.781

0.188 | 0.203 | 0.556 | 0.563 | 0.564 | 0.558 | 0.539 | 0.455 | 0.510 | 0.499 | 0.499 @ 0.498

0.189 | 0.190 | 0.371 | 0.396 | 0.381 | 0.385 | 0.369 | 0.313 | 0.345 | 0.346 | 0.335  0.342

0.183 | 0.182 | 0.284 | 0.280 0.288 ' 0.282 | 0.282 | 0.250 | 0.266 | 0.271 | 0.255 0.264

0.178 | 0.176 | 0.224 ' 0.370 0.235 0.232 | 0.228 | 0.217 | 0.293 | 0.225 | 0.224 0.224

0.170 | 0.182 | 0.192 | 0.203  0.194  0.200 0.197 0.195  0.191 | 0.192 | 0.186  0.198

0.174 | 0.179 | 0.186 | 0.187  0.189 | 0.200  0.182 0.187  0.181 | 0.185| 0.182 | 0.189

Cuadro 2. Valores de la absorbancia (densidad optica) de la prueba de ELISA para la

titulacion del anticuerpo secundario.

Para interpretar de manera efectiva y eficiente los resultados de la tabla anterior se elabord
una grafica (Grafica 1). En el eje de las ordenadas se incluyo a la absorbancia desde las 0
unidades hasta las 2.0, y en el eje de las abscisas se plasmo la concentracion de la IgY en
ng/mL, correspondiente al anticuerpo primario y a las diluciones seriadas que se prepararon.
Y la serie de puntos que se encuentran en la grafica describen que a partir de un titulo de
1:10,000 el anticuerpo secundario posee la capacidad de evidenciar, mediante la densidad
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oOptica, a la presencia de la IgY en un sustrato y que para llevar a cabo una prueba de ELISA,

es potencialmente util elaborarla con los titulos 1:2500, 1:5000 y 1:10,000.
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Grdfica 1. Representacion grdfica de los resultados de la absorbancia (densidad optica)

obtenida a partir de la titulacion del anticuerpo secundario.
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El modelo de placa para elaborar la prueba de ELISA, con la que se titul6 al antigeno y al

anticuerpo primario, se expone en la figura 17.

Titulacion de antigeno y Ac primario por ELISA indirecto

0.008 pg/mL

Antigeno

ol
1 234 5678 9 10 1112 Estospezes
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Figura 17. Descripcion esquemadatica del modelo de la placa de ELISA para la titulacion

del anticuerpo primario y del antigeno.

En este esquema se demuestra que en la columna de pozos niimero 12 Ginicamente se deposito
al anticuerpo primario y al secundario, como consecuencia no se obtuvo de esos pozos una
respuesta colorimétrica significativa, la causa de esto fue que no pudo llevarse a cabo la
reaccion antigeno anticuerpo y, por los lavados que se realizan en la prueba, el anticuerpo
primario y secundario no pudieron permanecer en la placa, fungiendo asi esta columna como

control negativo de la prueba.
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Asimismo, en la fila con la letra H no se puso al anticuerpo primario, por lo tanto, en esta fila
tampoco se generd dicha reaccion antigeno anticuerpo, asi que la anti IgY de pollo, a pesar
de ser un anticuerpo, no pudo reaccionar con el antigeno, en respuesta a la gran especificidad
que poseen los anticuerpos por los epitopes correspondientes. Esta fila también funciond

como control negativo de la muestra.

En la columna numero 11 se coloco al antigeno correspondiente a 8 pg/mL y a partir de la
columna 10 se fueron realizando diluciones seriadas 1:2 hasta la columna 1, cuya
concentracion final fue de 0.008 pg/mL; ademas, se agregd al anticuerpo primario a una
concentracion de 200 pg/mL en todos los pozos de la fila A y B, a partir de esta tltima se
hicieron diluciones seriadas 1:2 hasta llegar a la fila G. Por ultimo, se afiadi6 al conjugado a

un titulo de 1:2500 en todos los pozos.

Los valores de la absorbancia obtenidos después de terminadas las pruebas se plasmaron en

los cuadros 3 y 4.

0.450

0.457

0.486

0.445

0.428

0.479

0.422

0.389

0.385

0.372

0.320

0.440

0.384

0.375

0.392

0.371

0.356

0.359

0.350

0.347

0.326

0.330

0.295

0.355

0.318

0.318

0.306

0.328

0.301

0.314

0.306

0.297

0.280

0.262

0.272

0.295

0.262

0.260

0.252

0.271

0.262

0.257

0.242

0.240

0.236

0.230

0.236

0.250

0.248

0.245

0.241

0.235

0.243

0.237

0.241

0.249

0.228

0.233

0.217

0.234

0.224

0.227

0.205

0.336

0.229

0.228

0.213

0.214

0.233

0.212

0.209

0.208

0.224

0.211

0.196

0.219

0.217

0.220

0.218

0.224

0.243

0.219

0.195

0.219

0.198

0.196

0.199

0.199

0.201

0.193

0.187

0.191

0.192

0.198

0.193

0.204
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Cuadro 3. Valores de la absorbancia (densidad optica) de la prueba de ELISA para

evidenciar la presencia de IgY anti Toxoplasma gondii utilizando como antigeno al ECTg.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.419

0.399

0.454

0.463

0.489

0.655

0.753

0.887

0.966

1.110

1.186

0.390

0.314

0.339

0.355

0.379

0.442

0.560

0.736

0.834

0.975

1.060

1.155

0.304

0.263

0.268

0.271

0.312

0.369

0.479

0.647

0.764

0.915

0.993

1.121

0.249

0.227

0.220

0.963

0.277

0.315

0.415

0.538

0.713

0.857

0.967

1.029

0.205

0.206

0.194

0.200

0.226

0.268

0.335

0.459

0.619

0.747

0.828

1.059

0.204

0.177

0.172

0.179

0.217

0.230

0.291

0.366

0.490

0.603

0.678

0.782

0.178

0.169

0.173

0.161

0.179

0.186

0.240

0.286

0.362

0.451

0.506

0.576

0.157

0.168

0.165

0.159

0.162

0.161

0.162

0.156

0.160

0.160

0.162

0.154

0.167

Cuadro 4. Valores de la absorbancia (densidad optica) de la prueba de ELISA para

evidenciar la presencia de IgY anti Toxoplasma gondii utilizando como antigeno al rSAGI.

Notese que en cada una de las tablas marcadas con el numero 2 y 3, los valores que se

encuentran en la columna 12 y en la fila H, no son significativos comparados con los valores

que se encuentran en los pozos que difieren de los mencionados previamente.

Para comprender mejor los resultados obtenidos con el espectrofotometro al terminar la

prueba de ELISA, se disefiaron dos graficas (Graficas 2 y 3); en el eje de las abscisas se

representd a la concentracion del antigeno en pg/mL y en el eje de las ordenadas se colocaron

valores de absorbancia.
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Otro de los objetivos por el que se elaboraron las graficas fue para evidenciar la presencia de
la IgY anti Toxoplasma gondii a diferentes concentraciones utilizando diferentes antigenos

como lo fueron el ECTg y el antigeno rSAGI.
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Grdfica 2. Representacion grdfica de los valores de absorbancia de la prueba de ELISA
para evidenciar la presencia de la IgY anti Toxoplasma gondii, utilizando como antigeno

al ECTg.

68



S~ _ e
mgo S v N
= 5 A N N — O n O
5%‘3. 4» o0 0 4
RN
Y
]
=)
o
- —
A
]
g
S
&N
w— 3.
= ¢
=!—|
)
<
7!
-
o
- <
—
o
—
I T 1 C:
) < ) S
o — (—] (—]
(wu (6) BlOULQIOSQY

Gridfica 3. Representacion grdfica de los valores de absorbancia de la prueba de ELISA
para evidenciar la presencia de la IgY anti Toxoplasma gondii, utilizando como antigeno

al rSAG1
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4. DISCUSION

Los resultados de la concentracion de IgY expresado en mg/mL, después de realizada la
purificacion, difirieron a los descritos por Sunwoo y col., 2002, en los que habla que el
promedio de la concentracion de anticuerpos IgY en la yema es de 15.73 mg/mL, con un
rango de 8-25 mg/mL, considerando que la yema de huevo pueda tener un volumen de 15
mL aproximadamente, el total de IgY por yema de huevo tendria que ser de por lo menos
120 mg totales. En contraste, en este proyecto obtuvimos un valor promedio de 5.57 mg/mL
de IgY por pieza de huevo, sin embargo, en este resultado se estan incluyendo a los datos de
las IgY basales y de la post--primera inoculacion; teniendo en cuenta lo descrito por Patterson
y col.,1962. En este articulo se hace mencion de que los anticuerpos aparecen en la yema 8
dias después de la primo inoculaciéon y presentan un pico en el dia 12, podemos omitir de
nuestro promedio la concentracion de anticuerpos a los huevos que se hayan recolectado
antes de la segunda inoculacion (dos semanas después de la primera). El resultado del
promedio de la concentracion de las IgY de los huevos que fueron recolectados después de
la segunda inoculacién fue de 10.15 mg/mL, acercandose atin mas al resultado promedio que

mencionan Sunwoo y col., 2002; Rose y col., 1974 en sus trabajos.

Cabe destacar que el adyuvante utilizado en este experimento, solamente fue agua inyectable;
por lo que, en estudios que se lleven a cabo en un futuro, se pueden emplear diferentes
adyuvantes segun la clasificacion propuesta por Schijns, 2000. Alguno de los ejemplos de
los adyuvantes mas utilizados son el adyuvante completo de Freund, 1936, y otros como los

que describe Batista y cols., 2014 en su trabajo.

Padilla y cols. 2008, inocularon a conejos con una enzima llamada 6xido nitrico sintetasa de

Toxoplasma gondii (NOS-Tg-r), la cual fue administrada con dos diferentes adyuvantes via
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intramuscular y compar6 la absorbancia obtenida con la prueba de ELISA después de
purificar a los anticuerpos contra dicha enzima. Dando como resultado valores promedio de
0.64 para el adyuvante completo de Freund y 0.47 para el adyuvante de hidroxido de
aluminio. Este fendmeno obedece a que el primer adyuvante genera una reaccion
inmunoldgica mayor, como consecuencia de generar un depdsito en el sitio de inyeccion,
estimulando a las células productoras de anticuerpos durante un mayor tiempo. En contraste,
el hidréxido de aluminio estd formado a base de agua, siendo mas débil y ligero en cuanto a
su capacidad para poder generar una respuesta inmune mas efectiva (Vogel y cols. 1995); asi
que, en ensayos posteriores, se podrian manejar diferentes adyuvantes que potencialicen la
respuesta inmune de las aves, pero que no generen un dafio adverso que influya en la

productividad de estas.

La concentracion de los dos diferentes antigenos, -rSAG1 y ECTg-, utilizados en esta prueba
ELISA (de 8ug/mL), permitieron evidenciar la presencia de las inmunoglobulinas Y, gracias
ala buena sensibilidad y especificidad que posee esta prueba; precisamente como lo demostrd
Cardona N, 2005; estandarizando una prueba ELISA para detectar anticuerpos IgG contra
Toxoplasma gondii, en dicho estudio demostrd que los valores de absorbancia significativos
fueron aquellos en los que el antigeno estaba a una concentracion de 10 y 20 pg/mL. Sin
embargo, en estudios posteriores se podria estandarizar una prueba ELISA para detectar
anticuerpos contra la proteina recombinante rSAG1 de Toxoplasma gondii y obtener el punto
de corte para detectar a sueros o, como en este caso, a huevos provenientes de gallinas, que
sean positivos a la seroconversion generada por contacto con el pardsito y poder

diferenciarlos de aquellos que sean negativos.
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Este trabajo también abre las puertas para marcar inmunoldgicamente a taquizoitos de
Toxoplasma gondii con inmunofluorescencia para poder observar la presencia o no de la
proteina rSAG1, parecido al trabajo que realiz6 Padilla, 2008. Estudio en el cual se marcaron

a taquizoitos para detectar a la enzima NOS-Tg-r de Toxoplasma gondli.

5.  CONCLUSIONES

Se pudo evidenciar la presencia de IgY contra el antigeno especifico rSGA1 de 7. gondii; los
valores de la absorbancia son los que mas datos nos aportan a nuestra conclusioén porque el
promedio de los valores arrojados con el antigeno de ECTg fue de 0.284 y el promedio de
los valores con el antigeno rSAGI1 fue de 0.525, estos dos resultados hacen referencia a que

la inmunoglobulina Y obtenida fue especifica para el antigeno rSAGI.

La proteina SAGI se encuentra presente tanto en el ECTg como en el preparado de rSAGI
utilizados en el proyecto; sin embargo, la cantidad de dicha proteina es menor en el ECTg
que en el rSAGI, debido a que en el primero, la cantidad de antigenos es mas diversa y no
unicamente posee a la proteina SAG1, sino que también contiene otras proteinas que forman
parte del parésito; caso contrario en el antigeno rSAG1, cuya Unica proteina que se encuentra
es la de interés. Podemos reafirmar estos resultados porque las concentraciones usadas en las
pruebas, se estandarizaron a un solo valor: 8ug/mL de antigenos, 200 pg/mL de anticuerpo

primario y un titulo de 1:2500 de antigeno secundario.
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