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1. INTRODUCCION
Objetivos del trabajo final:
A. Objetivos generales:

Determinar la presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N. caninum en caninos de
la provincia de Buenos Aires por la técnica de inmunofluorescencia indirecta y evaluar
una prueba de aglutinaciéon comercial para la deteccion de anticuerpos anti-T. gondii

en caninos domeésticos.

B. Objetivos especificos:

Determinar la presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N. caninum en caninos
provenientes de la provincia de Buenos Aires en el periodo 2011-2013 mediante la
técnica de inmunofluorescencia indirecta.

Determinar la relacion entre la presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N.
caninum por la técnica de inmunofluorescencia indirecta y la presencia de signos
clinicos, edad y sexo en caninos provenientes de la provincia de Buenos Aires.
Evaluar una prueba de aglutinacion directa de origen comercial de uso en diagndstico
humano para la deteccidn de anticuerpos especificos anti-T. gondii en caninos

domeésticos.
Motivos de eleccion de la tematica propuesta:

En los ultimos afios se ha incrementado la solicitud del diagndstico serolégico de
neosporosis y toxoplasmosis en los caninos por parte de los médicos veterinarios por
lo cual se considera de importancia conocer la patogenia y la presentacion clinica de
estas enfermedades, como asi también conocer los métodos de diagndstico

disponibles, analizando las ventajas y desventajas que presentan cada uno de ellos.

2. PLANTEAMIENTO DEL TEMA

La toxoplasmosis y neosporosis son enfermedades causadas por protozoarios del
Phylum Apicomplexa (Dubey y Lappin, 2006). La toxoplasmosis es producida por
Toxoplasma gondii, parasito que afecta a los animales de sangre caliente, incluido el
hombre, produciendo una gran variedad de manifestaciones clinicas (Tenter y col.,
2000). La neosporosis es causada por Neospora caninum, parasito que fue
erroneamente diagnosticado como T. gondii hasta su descripcion en el afio 1988 por
Dubey (Dubey y col., 1988), que ocasiona enfermedad neuromuscular y muerte en

caninos y es considerado uno de los principales agentes causantes de aborto en



bovinos a nivel mundial (Dubey y Schares, 2011). En los caninos la signologia de
ambas enfermedades es similar por lo que es necesario realizar el diagnostico

diferencial para establecer su etiologia.

2.1 Morfologia

T. gondii y N. caninum son parasitos unicelulares eucariotas que presentan un extremo
anterior puntiagudo (conoidal) y uno posterior redondeado. Ultraestructuralmente
presentan un nucleo y un citoplasma con organoides que cumplen las distintas
funciones vitales. En su interior tienen una mitocondria, microtubulos subpeliculares,
complejo de Golgi, ribosomas, reticulo endoplasmico liso y rugoso, granulos densos,
granulos de amilopectina y una organela similar a un plasmido denominado
apicoplasto. Ademas, estos parasitos presentan en su extremo anterior un complejo
apical (formado por: anillos polares, conoide, roptrias, micronemas y microtubulos

subpeliculares) que facilitan la adhesion y/o penetracion a la célula hospedadora

(Dubey, 2010a) (Fig. 1).

Figura 1. Estructura de protozoarios Apicomplexa
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2.2 Ciclo biolégico

T. gondii y N. caninum presentan tres formas infectantes: los esporozoitos (en los
ooquistes), los taquizoitos (multiplicacién rapida) y los bradizoitos (multiplicacion
lenta, formando quistes tisulares). Los ooquistes son eliminados con las heces de los
hospedadores definitivos al medio ambiente, mientras que los taquizoitos y los
bradizoitos pueden encontrarse en los tejidos de todos los hospedadores (Dubey,
2010a; Dubey y Schares, 2011).

Taquizoitos: Son los estadios que se caracterizan por tener una rapida division
intracelular, multiplicandose en la fase aguda de la enfermedad. Se localizan dentro de
una vacuola parasitoéfora en el citoplasma de diferentes tipos celulares. Presentan una
forma similar a un gajo de naranja o de medialuna, con el extremo posterior romo vy el
anterior agudo donde se localiza el complejo apical. Su tamafio es de
aproximadamente 6 um de longitud x 2 pm de ancho, dependiendo del estado de

divisién, con un nucleo de posicion central (Fig. 2).

Bradizoitos: Representan la forma de multiplicacion lenta que desarrollan dentro de
quistes tisulares. Miden aproximadamente 7 um de longitud x 1,5 ym de ancho y se
diferencian de los taquizoitos en que son mas delgados, tienen menor cantidad de
roptrias, mas granulos de amilopectina P.A.S. positivos y el nucleo es de localizacion
terminal o subterminal. Los quistes tisulares son redondos u ovoides y su tamafio varia
considerablemente entre 10 y 100 ym, dependiendo del nimero de bradizoitos que
alojen en su interior (se han encontrado hasta 60 mil de ellos en un quiste de 100 um).
Los quistes de T.gondii poseen una pared elastica delgada (20.5um) y se localizan
preferentemente en el tejido nervioso (cerebro, médula, nervios y retina) y en menor
medida en higado y pulmones, donde son de forma esferoidal; y en el musculo
esquelético y cardiaco donde tienden a ser mas elongados, debido a que toman la
forma de la célula que los contiene (Tenter y col., 2000). Los quistes tisulares de N.
caninum se encuentran preferentemente en tejido nervioso y en musculos y presentan
una pared mas gruesa (21um) (Jardine, 1996). Si bien existe esta diferencia en el
grosor de la pared de los quistes de ambas especies, la misma depende de la
cronicidad de la infeccion, por lo que muchas veces son indistinguibles al microscopio
optico. La importancia epidemiolégica de los quistes tisulares radica en que, en
algunas circunstancias, ya sea por interaccion con determinados virus o tratamientos
inmunosupresores, puede producirse una reactivacion a partir de ellos. Ademas no se

observan reacciones inflamatorias en los tejidos donde se encuentran, y pueden



permanecer viables durante mucho tiempo, en algunos casos durante toda la vida del

animal (Fig. 2).

Esporozoitos: Son las formas parasitarias que se encuentran en el interior de los
ooquistes. Los esporozoitos son similares a los taquizoitos, excepto en que presentan
abundantes micronemas, roptrias y granulos de amilopectina. Miden 8 um de longitud
X 2 ym de ancho y el nucleo es de ubicacion subterminal. Los ooquistes son esféricos
y miden aproximadamente 10 x 12 pm. Cuando esporulan son subesféricos a
elipsoidales, con dimensiones de 11 x 13 ym, conteniendo dos esporocistos en su

interior con 4 esporozoitos cada uno (Fig. 2).

Figura 2. Fotos de estadios infectivos (Laboratorio de Inmunoparasitologia.
FCV.UNLP)
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T. gondii y N. caninum presentan dos formas de transmision (Trees y Williams,
2005):

Via horizontal: se produce a través de la ingesta de tejidos infectados conteniendo
quistes tisulares o menos frecuentemente taquizoitos, o bien a través de la ingestién

de agua o alimento contaminados con ooquistes esporulados.

Via vertical o transplacentaria: se produce por el pasaje de taquizoitos que

atraviesan la placenta infectando al feto.

Otras formas menos frecuentes son la via lactogénica y la transfusion de sangre
(Dubey y Lappin, 2006).

Ambos parasitos presentan un ciclo evolutivo indirecto, que comienza con la
ingestion de la forma infectante por parte del hospedador definitivo (HD) y finaliza con

la formacion y eliminacion de ooquistes capaces de trasmitir la infeccion a otro
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hospedador susceptible. En los HD, felinos domésticos y silvestres en el caso de
T. gondii, y perros, lobos, coyotes y dingo en el caso de N. caninum, se produce el
ciclo intestinal que incluye la fase sexual del ciclo (gametogonia) que concluye con la
formacion de ooquistes. Estos ooquistes son eliminados junto con las heces del animal
en forma inmadura y en el ambiente se produce la maduracion de los ooquistes
convirtiéndose en infectantes (esporogonia), formandose esporozoitos en su interior
(Dubey, 1996). El ciclo extraintestinal se produce en los hospedadores intermediarios
(HI) que son los mamiferos (incluido el hombre) y aves en el caso de T. gondii y una
gran variedad de animales domésticos y salvajes en el caso de N. caninum y se
realiza en distintas células del organismo. Cuando el HI ingiere las formas infectantes,
éstas se liberan en el intestino, y se dirigen a distintas células donde se dividen. En
este momento de invasidén hay dos etapas: una de multiplicacion asexual rapida, con
formacion de taquizoitos; y otra de multiplicacion asexual lenta con formacion de
bradizoitos en quistes tisulares (Fig. 3y 4).

En los ciclos de T. gondii y N. caninum, ademas de producirse el ciclo intestinal en los

HD, se puede producir en ellos un ciclo extraintestinal similar al que ocurre en el HI.

En ambos ciclos, los caninos pueden infectarse principalmente a partir del consumo de
carne u otros tejidos crudos de HI conteniendo quistes tisulares, y en el caso de N.
caninum también a partir del consumo de placentas bovinas (Dijkstra y col., 2001).
Experimentalmente, algunos perros han sido alimentados con ooquistes esporulados
de T. gondii, en los cuales se comprobd que éstos pasan directamente a través del
tracto gastrointestinal y llegan a sus heces a los dos dias post ingestion. A pesar de
que estos perros seroconvierten, no se producen signos clinicos ni se produce
replicacion enteroepitelial. Sin embargo debe tenerse en cuenta que los perros que
ingieren arena o piedras con materia fecal de gatos servirian como potenciales
vectores mecanicos para la transmision de la enfermedad a las personas, al eliminar

los ooquistes esporulados en su materia fecal (Lindsay vy col.,1997).

La transmision transplacentaria de T. gondii se efectia en un amplio rango de
hospedadores como seres humanos, roedores, cabras, ovejas, cerdos, etc., siendo
muy eficiente en pequefios rumiantes y roedores, sin embargo poco se conoce de la

transmisién transplacentaria en caninos.



Figura 3. Ciclo biologico de Toxoplasma gondii.
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N. caninum presenta una transmisién vertical eficiente tanto en los HD como en los HI
(Dubey y col., 1988; Dubey y Lindsay, 1989; Anderson y col., 1997). En los caninos, si
bien la infeccion puede ocurrir luego de la ingestion de tejidos de HI por carnivorismo,
la via de transmision predominante en las infecciones naturales es la vertical, y la
mayoria de los signos ocurren como una exacerbacion de una infeccion adquirida
congénitamente. Sin embargo, a diferencia de lo que pasa en los bovinos, esta
transmisién es variable y no es capaz de persistir en ausencia de la transmisién
horizontal (Barber y Trees, 1998). En los bovinos, N. caninum se considera uno de los
parasitos con mayor eficiencia de transmision transplacentaria provocando grandes
pérdidas econdémicas a nivel mundial en la industria ganadera. La fuente puntual de
exposicion de la neosporosis en un rebafio se ha relacionado con la introduccion de un

perro (Dijkstra y col., 2002).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Neospora caninum.
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2.3 Signos clinicos

Toxoplasmosis

La toxoplasmosis canina generalmente cursa de forma subclinica pero a veces puede
originar signos neurolégicos, habiéndose reportado lesiones como oftalmitis,
miocarditis, nefritis, neumonia, hepatitis y encefalitis no supurativa entre otras. La
razén por la cual algunos perros infectados presentan signos clinicos mientras que
otros no lo hacen, no se conoce completamente. La edad, sexo, genotipo de T. gondii
que participa, numero de parasitos y forma infectante de los mismos que es ingerida o
ingresa al organismo podrian determinar esta diferencia. La presencia de
enfermedades concomitantes o de inmunosupresion determinaria que el hospedador
sea mas susceptible, ademas el estrés podria agravar la infeccion. Asi, en la mayoria
de los casos clinicos reportados existe una enfermedad o inmunodepresion
subyacente; siendo lo mas frecuente la asociacion con la infecciéon por el virus del
moquillo, la administracién de corticoides, enfermedades tumorales o la aplicacion de
vacunas con agentes infecciosos vivos atenuados. Sin embargo, la prevalencia de la
toxoplasmosis canina ha ido descendiendo debido al incremento de la prevencion del

moquillo canino mediante los planes de vacunacién en los cachorros (Dubey, 2010b).
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Los signos clinicos pueden restringirse al aparato respiratorio, neuromuscular o
gastrointestinal, o presentarse en una forma sistémica. Esta ultima forma,
generalizada, suele ser mas frecuente en animales de menos de un afio de edad o en
animales inmunosuprimidos y se presenta con fiebre, tonsilitis, disnea, diarrea y
vomitos. Puede presentarse ictericia si existe una necrosis extensa del higado. La

forma generalizada puede originar la muerte del animal en una semana.

El los caninos de mayor edad, la presentacién mas frecuente es la afeccién del
sistema nervioso y muscular. La presencia de signos se produce durante varias
semanas y dependen de la localizacion de la lesidn en el cerebro, cerebelo, tronco
cerebral, médula espinal o musculos. Se describieron amplias variedades de
alteraciones neurolégicas, incluyendo hiperexcitabilidad, depresién, convulsiones,
deficiencias de pares craneanos, tremores, ataxia, paresia y paralisis. Los perros que
tienen miositis pueden mostrar marcha anormal, debilidad, entumecimiento vy
consuncion muscular. Puede presentarse infeccion miocardica que redunda en
arritmias ventriculares en algunos perros infectados. La disnea, vomito o diarrea sélo
se producen en perros con enfermedad generalizada. Se han reportado sélo algunos
casos de lesiones oculares como uveitis anterior, retinitis, iridociclitis y neuritis del

nervio optico (Dubey y Lappin, 2006).

Neosporosis

En los carnivoros se considera a N. caninum como un agente patégeno primario del
sistema nervioso y musculoesquelético que a veces puede afectar multiples sistemas
organicos. Los signos clinicos en perros son similares a aquellos con toxoplasmosis,
pero predominan los déficits neuroldgicos y anormalidades musculares. Pueden
presentarse otros signos por afeccién del higado, pulmones y del miocardio,
igualmente cualquier tejido puede estar afectado. La neosporosis puede también ser
asintomatica o causar enfermedad en los caninos de cualquier edad.

Las perras seropositivas, con infeccién subclinica o infectadas de manera croénica,
pueden transmitir la infeccion en forma vertical a varias camadas sucesivas, y a su
vez, esta infeccion se puede repetir en la siguiente generacion. La afeccion de los
cachorros de la misma camada es variable, ya que no necesariamente toda la camada
nacida de una hembra asintomatica infectada desarrolla anticuerpos anti-N. caninum o
presenta signos de la enfermedad. Es decir, si bien suelen enfermar varios integrantes
de la camada generalmente no todos se encuentran infectados, y, a su vez, dentro de
los infectados, algunos de los cachorros desarrollan signos clinicos rapidamente (entre

las 2 semanas y los 6 meses de edad), mientras que en otros la infeccion se puede
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mantener en forma subclinica con una eventual reactivacién posterior, la que puede
estar influida por enfermedades inmunosupresoras o administracion de
glucocorticoides. La eficiencia de la transmision estaria directamente correlacionada
con el titulo de anticuerpos de la perra. Las perras con altos titulos de anticuerpos
tendrian mayor probabilidad de producir cachorros infectados, con enfermedad clinica
(Barber y Trees, 1998). Si bien la neosporosis canina se considera causa frecuente de
mortalidad neonatal, no hay reportes de aborto por N. caninum en perros, a diferencia
de lo que ocurre en bovinos. Algunos estudios experimentales sugieren que N.
caninum puede causar muerte fetal, momificacion, reabsorcibn embrionaria y

nacimiento de cachorros débiles (Cole y col., 1995).

Las infecciones son mas frecuentes y severas en animales menores de 6 meses de
edad infectados congénitamente. En ellos suelen presentarse trastornos
neuromusculares progresivos derivados principalmente de lesiones de encefalomielitis,
polirradiculoneuritis y polimiositis. Los cachorros desarrollan generalmente paresia
del tren posterior que evoluciona a paralisis ascendente progresiva, los miembros
posteriores estan afectados mas severamente que los miembros anteriores, hay atrofia
muscular, y en algunos casos éstos se encuentran en hiperextension rigida. Este
ultimo signo es caracteristico, observado principalmente en cachorros menores de
4 meses, y se deberia probablemente, a la combinacion de paralisis de neuronas
motoras inferiores y miositis, 1o que resultaria en una contractura fibrosa progresiva
rapida de los musculos con la consiguiente fijacion de las articulaciones. También
se pueden presentar otras manifestaciones neurolégicas u organicas asociadas
que dependeran del sitio parasitado (depresidén, convulsiones, nistagmos,
anisocoria, neumonia, megaesoéfago, etc.) aunque generalmente los perros no
manifiestan signos neuroldgicos centrales y se mantienen alertas. En algunos
casos, luego de las manifestaciones de paresia - paralisis, se presenta debilidad
cervical, disfagia y muerte en corto tiempo, mientras que otros perros que se
mantienen alerta y con cuidados, pueden sobrevivir por meses o afos, pero sufren
la paralisis y sus complicaciones (Basso y col., 2005).

En perros adultos el cuadro es mas variado, frecuentemente presentan signos de
compromiso multifocal del SNC o polimiositis, si bien la enfermedad es menos severa
en ellos. También se reportaron casos de dermatitis (pruritica, ulcerativa y fistulosa),
neumonia, miocarditis e infeccion generalizada, con todos los 6érganos virtualmente
involucrados. No se sabe si la enfermedad clinica en perros gerontes se debe a
infeccion primaria aguda o exacerbacion de un proceso cronico. La patogenia de la

enfermedad se relaciona primariamente con la replicacion de los taquizoitos en la fase
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aguda, pero se debe tener en cuenta que la administracién de corticoides puede
activar los bradizoitos en los quistes tisulares promoviendo la enfermedad clinica
(Ruehlmann vy col., 1995; Barber y Trees, 1996; Dubey y Lappin, 2006; Dubey vy col.,
2007).

Si bien se desconoce una predisposicidon racial, la mayoria de los casos descriptos
correspondié a las razas Labrador Retriever, Boxer, Greyhound, Golden Retriever y
Basset Hound (Basso, 2003).

En Argentina, Castellano y col. describieron el primer caso de neosporosis clinica en
una perra mestiza de 3,5 afios de edad que presentara un cuadro agudo de tetraplejia.
La misma tuvo un titulo de anticuerpos para N. caninum de 1:800 (IFl) al inicio de los
signos. Se encontraron anticuerpos séricos contra N.caninum en la madre y en los
hermanos de la perra afectada. El cuadro remitié tras el tratamiento con clindamicina

durante un mes (Castellano y col., 1999).

2.4 Diagndstico en caninos

El diagndstico de estas enfermedades se realiza por métodos directos e indirectos. En
los caninos, el diagnodstico de toxoplasmosis y neosporosis se realiza principalmente
por métodos seroldgicos, aunque en el caso de la neosporosis es posible realizar la
identificacion de ooquistes en materia fecal por técnicas de concentracién (Técnica de
Sheather) (Basso y col, 2001b).

2.4.1 Métodos directos:

Los métodos directos de diagndstico son aquellos que permiten detectar la presencia
del parasito o de su ADN. Si bien estos métodos permiten realizar el diagndstico
definitivo de la infeccion, la mayoria sélo son posibles como parte del diagnédstico post
mortem. Se incluyen las técnicas coproparasitoldgicas (para detectar las formas
infectantes en la materia fecal), histopatoldgicas y moleculares (para detectar al
parasito en tejidos o fluidos). El aislamiento y el anadlisis de lesiones caracteristicas
mediante histopatologia complementado con inmunohistoquimica son los métodos

directos mas utilizados.

Presencia de signos clinicos compatibles: Los signos clinicos son una ayuda
valiosa para orientar al diagnostico, pero no permiten realizar el diagnostico definitivo
ya que pueden presentarse en una variedad de enfermedades. Una paralisis
ascendente en perros jovenes, particularmente si varios cachorros de una misma

camada estan afectados debe despertar la sospecha de neosporosis. En el caso de la
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toxoplasmosis es mas dificil, debido a que generalmente se presenta asociada a una
enfermedad concomitante, pero deberia sospecharse cuando existen signos clinicos
compatibles y el animal a su vez cursa con un estado de inmunosupresion. Si el
diagndstico clinico se complementa con la realizacién de estudios hematolégicos y
bioquimicos se debe tener en cuenta que éstos pueden presentar algunas alteraciones
de sus valores pero los mismos son muy variables, lo cual dependera de los 6rganos
que se encuentren afectados en el animal. Puede presentarse en algunos casos
anemia, leucocitosis con neutrofilia y linfocitosis, monocitosis y eosinofilia. Cuando
existe afeccién muscular pueden encontrarse aumentadas las actividades de ciertas
enzimas, como creatinin quinasa (CPK) y aspartato aminotransferasa (AST).
También se pueden encontrar niveles aumentados de otras enzimas cuando los
animales presentan necrosis del higado, como alanino aminotransferasa (ALT) y
fosfatasa alcalina (ALP). Los perros que presentan afeccion del pancreas también
pueden presentar aumento de las enzimas amilasa y lipasa séricas. Si se realiza el
analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) a menudo se encuentra un incremento en la
concentracioén proteica y del recuento de células nucleadas. Los linfocitos y monocitos
suelen predominar, aunque pueden notarse también neutréfilos. Los eosindfilos
pueden ser las células predominantes en unos pocos casos de perros y gatos
infectados. Rara vez el examen citolégico del LCR revela a los protozoarios dentro de

las células (Dubey y Lappin, 2006; Nelson y Couto, 2005).

Presencia de lesiones histopatolégicas compatibles: Los cortes histopatoldgicos
tefidos con hematoxilina y eosina, permiten la observacién de quistes tisulares vy
taquizoitos asociados o no a lesiones en sistema nervioso, musculo, higado, pulmoén y
otros tejidos. En el sistema nervioso central suele presentarse una meningoencefalitis
multifocal no supurativa con gliosis, vasculitis y necrosis, y con predominio de
infiltrados de macréfagos, células plasmaticas y linfocitos. En los pulmones se
presentan necrosis y exudado en alveolos. En musculos se presenta necrosis de fibras
musculares y reemplazo por tejido conectivo. En el animal vivo, pueden realizarse
biopsias de los musculos afectados lo cual dara un diagnéstico definitivo si se
encuentra el parasito. La realizacién de la biopsia muscular debe considerarse cuando
los estudios serologicos dan resultados negativos o inconclusos pero aun se sospecha
de la enfermedad luego de descartar los diagndsticos diferenciales (Dubey y Lindsay,
1996).

Identificacion de los parasitos por Inmunohistoquimica: La inmunohistoquimica

permite la deteccion de diferentes estadios del parasito en tejidos de animales
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infectados mediante la utilizacion de anticuerpos especificos. Se utiliza para la
deteccién de quistes o taquizoitos en tejidos fijados con formol. Las pruebas mas
utilizadas son la de PAP (peroxidasa anti peroxidasa), ABC (complejo avidina-biotina)
y LSAB (estreptavidina-biotina), empleando un suero primario hiperinmune anti-T.
gondii o anti-N. caninum. La ventaja en relacion con la tinciéon de hematoxilina y eosina
es que la inmunohistoquimica permite diferenciar los quistes tisulares de T. gondii de
los de N. caninum y detectar taquizoitos en los tejidos, que son dificiles de hallar con
las técnicas de coloracion de rutina, debido a que las lesiones histopatologicas que
producen ambos parasitos son similares. Si bien los quistes de N. caninum presentan
una pared mas gruesa que aquellos de T. gondii, no es facil poder diferenciarlos si no

se utiliza esta técnica (Lindsay y Dubey, 1989; Dubey, 2010a).

Aislamiento de los parasitos: El aislamiento se puede realizar inoculando material
proveniente de animales infectados en diferentes cepas de ratones de laboratorio por
via subcutanea o bien con ooquistes esporulados por via oral. También es posible
realizar aislamientos en cultivos celulares (Dubey, 2010a). Los o6rganos mas
recomendados para la inoculacién son: cerebro, diafragma, pulmén e higado de
animales que han sufrido la infeccion. Para la inoculacién se prepara un homogenato
de los 6rganos con solucién fisioldgica y antibioticos (penicilina-estreptomicina). Luego
de 7 a 10 dias post inoculacién (p.i) se busca la presencia de taquizoitos realizando un
lavado peritoneal de los ratones inoculados. La ausencia del parasito en SNC o liquido
peritoneal no indica que el ratén no se infectd, por lo tanto es importante realizar la
deteccién de anticuerpos en los ratones a los 28 dias p.i. En el caso de ser negativos a
los métodos seroldgicos se concluye la busqueda, pero en el caso de ser positivos 0
bien, si el animal muere durante el transcurso de su infeccion, se determina la
presencia de quistes en el sistema nervioso central mediante observacion en fresco en
microscopio optico. Los quistes tisulares pueden encontrarse a partir de las 4- 6
semanas p.i. A partir de los quistes tisulares asi como de los taquizoitos obtenidos por
lavado peritoneal pueden infectarse cultivos celulares que se mantienen hasta

observar el crecimiento del parasito (Dubey, 2010a).

Identificacion de T. gondii o N. caninum por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR): La técnica de PCR puede utilizarse para verificar la presencia de
estos parasitos en los tejidos a través de la identificacién de fragmentos de ADN
especificos, lo que a su vez también permite diferenciarlos entre si utilizando primers
especificos. La desventaja que presenta es que puede determinar un resultado falso

negativo, ya que se procesa una pequeia cantidad de muestra. La nested PCR
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seguida por cortes con enzimas de restriccion puede utilizarse para determinar el

genotipo de la cepa infectante (Dubey, 2010a).

Identificacion de ooquistes en materia fecal: Es posible encontrar en materia fecal
de caninos ooquistes de N.caninum, dado a que el perro actia como hospedador
definitivo en su ciclo. Los perros no producen ooquistes de T. gondii como lo hacen los
felinos, pero pueden transmitirlo en forma mecanica luego de ingerir heces felinas.
Debido a su pequefio tamafio, para su deteccion en la materia fecal se utilizan
técnicas de concentracion y de flotacién, mediante el uso de soluciones de alta
densidad. La técnica mas utilizada es la Técnica de Sheather, que utiliza una solucion
azucarada (Dubey y col., 2002; Dubey y col., 2007b). La materia fecal se mezcla con
la solucién en un mortero y luego se centrifuga a 2500 rpm durante 6 minutos en un
tubo de centrifuga. Los elementos parasitarios quedan concentrados en el menisco
superior y se toman con un ansa metalica. Se observan al microscopio Optico para su
identificacion. Los ooquistes de N. caninum y T. gondii son esféricos o subesféricos y
muy pequefios. En el caso de los ooquistes de N. caninum, se debe tener en cuenta

que son morfolégicamente similares a los ooquistes de Hammondia heydorni.

2.4.2 Métodos indirectos:

Los métodos indirectos implican la deteccion de anticuerpos anti-N. caninum y anti-T.
gondii tanto en hospedadores definitivos como en intermediarios mediante distintas
técnicas serolégicas. Si bien la muestra de eleccion para la deteccion de anticuerpos
es el suero del animal sospechoso, la deteccion también puede hacerse en el LCR,

humor acuoso y liquidos fetales.

Las pruebas indirectas mas utilizadas son la técnica de inmunofluorescencia indirecta
(IF1), aglutinacién (MAT), enzimoinmunoensayo (ELISA) e Immunoblot. Estas pruebas
presentan distinta sensibilidad y especificidad segun las caracteristicas del antigeno
utilizado. Algunas de las pruebas utilizan como antigeno taquizoitos enteros, por lo
que los epitopes superficiales son los que estan expuestos; en otras pruebas se
utilizan taquizoitos fragmentados por diferentes métodos, en los cuales estan
mayormente expuestos los epitopes citoplasmaticos. Las caracteristicas de cada una

de ellas se describen a continuacion (Venturini y col., 2014):

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl): Es la técnica mas utilizada en la

actualidad en las especies domeésticas tanto para el diagnéstico de toxoplasmosis
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como de neosporosis. Se utilizan taquizoitos enteros fijados a un portaobjetos como
antigeno que se enfrenta al suero problema. Para revelar la unién se utiliza un
conjugado o anticuerpo secundario a la inmunoglobulina unido a una sustancia
fluorescente o fluorocromo, que al ser excitada por luz ultravioleta, emite un haz de luz
de mayor longitud de onda, que se visualiza con un microscopio de fluorescencia. Es
importante tener en cuenta que, si bien el antigeno puede utilizarse para el diagnéstico
en cualquier especie, como conjugado se debe utilizar anti-inmunoglobulina anti-

especie especifica, en este caso anti perro marcado con isotiocianato de fluoresceina.

Prueba de Aglutinacion Modificada (MAT): Utilizada para el diagnéstico de
toxoplasmosis. Utiliza 2-mercaptoetanol que actua sobre la inmunoglobulina M sérica,
lo que permite diferenciar infecciones agudas de cronicas. Otra ventaja que presenta
es que puede utilizarse en distintas especies, ya que no usa un conjugado para revelar
la unién antigeno-anticuerpo que se observa a simple vista. Es una aglutinacién del

tipo directa debido a que utiliza taquizoitos naturalmente particulados.

Aglutinacion indirecta (IHA): Utilizada para el diagndstico de toxoplasmosis. En esta
prueba las fracciones antigénicas son adsorbidas a particulas utilizadas como soporte
(globulos rojos, particulas de latex). Si bien pueden utilizarse para estudios de
prevalencia seroldégica, no son aconsejables para el diagnéstico y seguimiento
serolégico ya que tienen baja sensibilidad y no detectan estadios iniciales de la

infeccion.

Enzimoinmunoensayo (ELISA): En esta prueba la uniéon antigeno-anticuerpo se
revela por un conjugado unido a una enzima que al reaccionar con su sustrato
especifico, en presencia de un cromdgeno, produce una reaccién coloreada. Es una
prueba de alta sensibilidad cuantitativa ya que permite la deteccién de cantidades
pequenas de complejos antigeno-anticuerpo. La lectura de la reaccion se hace con un
espectrofotometro (lector de ELISA), por lo que permite una lectura objetiva de los
resultados. Otra ventaja que presenta es que permite analizar un numero elevado de
muestras a la vez. Se utiliza tanto para el diagnostico de toxoplasmosis como para
neosporosis. No existen kits comerciales para uso en caninos en el pais, aunque son
frecuentemente usados debido a sus ventajas para determinar seroprevalencias en

otros paises (Nazir y col., 2014; Gozdzik y col., 2011).
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Immunoblot: La union antigeno-anticuerpo se produce sobre una membrana de
nitrocelulosa donde previamente se han transferido las proteinas fraccionadas de
estos parasitos, luego de que se realice una corrida electroforética de las mismas en
un gel de poliacrilamida. Las diferentes porciones antigénicas se enfrentan con los
sueros problemas, y si €stos reaccionan con una o varias porciones se puede observar
al revelar la reaccion. Para ello se utiliza un suero conjugado con peroxidasa, anti-
especie, en presencia de un cromdgeno y de un sustrato. Asi se determina contra qué
porcion del antigeno reacciona el suero, identificandolo de acuerdo a su peso
molecular. Hasta el momento en caninos sélo se han identificado las fracciones
inmunodominantes para N. caninum, mientras que no se han realizado estudios para
T. gondii (Pinheiro y col., 2005). Esta prueba presenta la ventaja de ser muy
especifica, pero como desventaja es muy laboriosa y su realizacién lleva mucho
tiempo, por lo que su uso en estas enfermedades en los caninos se limita a ser
utilizada como prueba confirmatoria, o bien para determinar titulos de corte y descartar

reacciones cruzadas entre N.caninumy T.gondii en otras pruebas (Silva y col., 2007).

2.5 Prevalencia en caninos

A nivel mundial, la toxoplasmosis canina presenta una prevalencia variable segun la
region y de acuerdo a la técnica empleada. Segun Dubey (Dubey, 2010b) se han
reportado en Brasil 40 a 80% segun la region (IF1); México 51,5% (MAT); Suiza 23%
(ELISA) y Estados Unidos 25% (MAT). En los ultimos afios se ha encontrado una
seroprevalencia de 28,4% en Pakistan (ELISA) (Ahmad y col., 2014), en China
algunos estudios determinan una prevalencia variable segun la técnica de diagnostico
utilizada de 24% (IHA) (Quian y col., 2015) y otros de 51,9% (ELISA) (Jiang y col.,
2015). Se encontrd una seroprevalencia mayor que la del afio 2010 en paises como
México, de 67,3% (MAT) en el estado de Veracruz (Alvarado-Esquivel y col., 2014) y
en Brasil, de 70,8% (IFI) en el estado de Parana (de Paula Dreer y col., 2013).

Los estudios de seroprevalencia para neosporosis canina provienen de distintas
regiones. Asi se han encontrado valores mas elevados en paises con distintas
caracteristicas climaticas como en Costa Rica 48,4% (ELISA) (Dubey y Schares,
2011), Rumania 32,7% (IFl) (Gavrea y col., 2012), Turquia 28,5% (IFl) (Dubey vy
Schares, 2011) Pakistan 23,5% (ELISA) (Nazir y col., 2014) y en Polonia 21,7%
(ELISA e IB) (Guzdzik y col.,, 2011). Mientras que seroprevalencias menores se
encontraron en Granada 1,6% (ELISA) (Sharma y col., 2015), Canada 3,7% (IFl)
(Dubey y Schares, 2011), Portugal 7,9% (ELISA) (Maia y col., 2014), y en distintas
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areas de Brasil: en estados del Noreste se encontraron prevalencias de 4,2% (IFl) (de
Sousa y col., 2012) y 9,3% (IFI) (Sicupira y col., 2012) y en la region sur como en
Mina Gerais 11,4% (IFl) (Nagueira y col., 2013) y 4,9% en Sao Paulo (IFIl) (Langoni y
col., 2013).

Si bien se ha determinado que la seroprevalencia de T. gondii en perros esta
distribuida mundialmente y en forma variable, se observa que en todos los paises
donde se ha estudiado, la misma aumenta con la edad de los animales debido a una
mayor exposicion, lo que indicaria una infeccion predominantemente del tipo
horizontal. A su vez, la mayor parte de los animales positivos se encuentra en areas
rurales debido a que es mas frecuente que cacen pequefios animales como roedores
que actuan como hospedadores intermediarios en el ciclo. También se encuentra una
mayor frecuencia de la enfermedad y exposicidbn en perros y gatos que son

alimentados con carne cruda en lugar de dietas comerciales (Dubey y Lappin, 2006).

Para el caso de neosporosis, la seroprevalencia varia segun la localizacion geografica
y segun sea determinada sobre canidos domeésticos o silvestres. Asi en una misma
area geografica, los canidos silvestres presentan una mayor tasa de prevalencia que
los perros con duefios, como asi también los perros que habitan en campos, en
comparacion con los perros de areas urbanas (Dubey y Lappin, 2006). Es muy
frecuente la presencia de la infeccién en bovinos de explotaciones lecheras cuando
hay una alta densidad de perros en ellas; algunos estudios epidemiolégicos
encontraron una asociacion entre la ocurrencia de neosporosis bovina en tambos y la
presencia de perros en los mismos (Paré y col., 1998). Se sugiere que los perros de
tambos se infectarian a través del consumo de placentas, descargas uterinas y fluidos
fetales de bovinos infectados; éstos a su vez, podrian causar una infeccion postnatal
en el rodeo mediante la eliminacién de ooquistes. En el mismo estudio, se comprobd
que en tambos con evidencia de infeccion postnatal en bovinos, los perros defecaban
con mayor frecuencia en el sector de alimentacion y de almacenamiento de granos y
heno, que en tambos sin evidencia de este tipo de infeccién (Dijkstra y col., 2002). Al
igual que lo que ocurre con la infeccion por T. gondii en caninos, en esta enfermedad
también los perros que son alimentados con carne bovina cruda tienen una

prevalencia mas elevada que los que se alimentan con dietas comerciales.

2.6 Situacion en Argentina

En Argentina, los primeros relevamientos seroldgicos de neosporosis y toxoplasmosis
canina se realizaron en el afio 1997. Di Lorenzo y col. (1997), evaluaron 97 animales

adultos sanos y enfermos, provenientes de La Plata y alrededores y se determiné una
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prevalencia del 43,2 % para toxoplasmosis y del 47,4% para neosporosis por IFI
(titulo = 1:50). De las muestras positivas, 28 (28,8%) tuvieron anticuerpos para ambos
parasitos. En este estudio no se detectaron diferencias significativas entre los valores
de prevalencia serolégica entre ambas infecciones (x* 0.05; p: 0.821), lo que la

exposicion a ambos agentes en estos animales fue cuantitativamente similar.

Posteriormente, Venturini y col., 2008; evaluaron la prevalencia de estas
enfermedades en 1001 sueros caninos provenientes de areas urbanas con signos
clinicos, analizados durante un periodo de 10 afos (1997-2007). Los sueros fueron
analizados por IFl con diluciones desde 1:50 hasta 1:800. En este estudio se
determind la seroprevalencia de ambas enfermedades segun la edad y también se
analizé la distribucion de los animales de acuerdo a los titulos de anticuerpos. Se
detectaron anticuerpos anti-T. gondii en un 30,3% vy anti-N. caninum en el 25,6%; y se
observé una distribucién segun la edad de 16,6 % en animales menores a 12 meses
para toxoplasmosis y de 16,3% para neosporosis; de 31,1% en animales entre 13 y 60
meses para toxoplasmosis y del 22,8% para neosporosis; y del 40,9% en animales
mayores a 61 meses para toxoplasmosis y del 37,6% para neosporosis. En cuanto a
los titulos observados, el 67% de los perros positivos a neosporosis en el grupo de
animales hasta los 12 meses de edad, tuvieron titulos = de 1:400, mientras que en ese
mismo grupo se detectaron anticuerpos para toxoplasmosis en el 65% de los perros

pero con titulos menores de 1:200.

En otro estudio se evalud sélo la prevalencia de neosporosis en 320 caninos pero que
en este caso provenian tanto de areas rurales como urbanas de Argentina donde se
determind una prevalencia del 37,8% para esta enfermedad y ésta fue
significativamente mayor en perros de tambos (48 %) y de establecimientos bovinos
de cria (54,2 %) que en perros de areas urbanas (26,2 %), y en perros > 12 meses
(47,7 %) que en los < 12 meses (12,7 %), sugiriendo exposicién post natal (Basso y
col., 2001a).

2.7 Tratamiento

El tratamiento recomendado para la toxoplasmosis y neosporosis en caninos consiste
en la administracion del clorhidrato de clindamicina (10mg/kg/dia bucal cada 12 horas)
durante un minimo de 4 semanas. Esta droga demostré atravesar la barrera
hematoencefalica. La trimetroprima-sulfadiacina (15 mg/ kg, bucal, cada 12 horas)
puede emplearse como droga alternativa, especialmente en combinacién con

pirimetamina (1mg/kg/dia) durante 4 semanas (Nelson y Couto, 2005).
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El pronédstico para los perros con afectacion neuroldgica grave es desfavorable. Sin
embargo es frecuente, en casos iniciales, que se produzca remision de los signos en
forma gradual al cabo del mes de iniciado el tratamiento, llegando muchas veces a la
recuperacion completa de la actividad motora y en algunos casos se observa
recuperacion de los movimientos voluntarios de los miembros luego de la primera

semana (Castellano y col., 1999).

2.8 Prevencidén y aspectos zoonéticos

La toxoplasmosis y neosporosis canina puede prevenirse administrando la carne y sus
derivados en forma cocida. En el caso de neosporosis, como existe un vinculo
epidemioldgico entre perros y ganado, se debe reducir la contaminacion del alimento
de las vacas con heces caninas, y no se deberia permitir que los perros ingieran
placentas bovinas; como asi también las perras que tienen camadas con afectacion
clinica no deben integrar el plantel de reproductores, debido a que como ocurren
infecciones transplacentarias repetidas, es mayor el riesgo para los cachorros nacidos
de perras que ya tuvieron camadas infectadas. Para el caso de T.gondii, se
recomienda evitar la coprofagia debido a que, si bien los perros no completan la fase
enteroepitelial del ciclo de este parasito, ellos pueden transmitir mecanicamente los
ooquistes luego de la ingesta de heces felinas. No deberian, si es posible,
administrarse glucocorticoides en los animales seropositivos a cualquiera de las dos
enfermedades porque existe la probabilidad de reactivar la infeccion y promover el
desarrollo de enfermedad clinica por activacién de los bradizoitos en los quistes
tisulares (Dubey, 2010b; Dubey y Schares, 2011).

En cuanto al potencial zoondtico, solo la toxoplasmosis se reconoce como una
enfermedad importante de transmisién al hombre (Tenter y col.,, 2000); si bien
anticuerpos anti-N. caninum han sido detectados en personas, no existe asociacion

con manifestaciones clinicas hasta el momento (Oshiro y col., 2015).

2.9 DESARROLLO

2.9.1 Materiales y métodos:

Diserio experimental

Se determind la presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N. caninum de 1290

sueros caninos provenientes de areas urbanas (provincia de Buenos Aires) con y sin
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signos clinicos asociados, remitidos al Servicio de Diagndstico de Toxoplasmosis y
Neosporosis del Laboratorio de Inmunoparasitologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP (LAINPA-FCV-UNLP) en el periodo comprendido entre los afios
2011-2013. Los sueros fueron analizados por la técnica de IFI. Para ello se us6 como
antigeno portaobjetos con taquizoitos de la cepa NC-1 de N. caninumy RH de T.
gondii elaborados en el LAINPA, FCV, UNLP y conjugado anti-lg G de perro elaborado

en conejo (Sigma-Aldrich) (anexo).

Los resultados obtenidos por IFI fueron relacionados con la presencia de signos
clinicos, edad y sexo de los animales estudiados utilizando la prueba de chi cuadrado.
Se apartaron del analisis aquellas muestras donde no se aclaraba el dato o variable
analizada. Para determinar la presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N. caninum
segun la edad, se consideraron tres intervalos de edad (menores a 1 afo, animales
entre 1 a 5 anos, mayores a 5 anos) de acuerdo a estudios previos (Venturini y col.;
2008). En cuanto a los signos clinicos, se analizaron teniendo en cuenta los signos
reportados por los veterinarios al remitir la muestra y se consideré como animales sin
signos cuando no se aclaraba la presencia de los mismos y con signos cuando
presentaron al menos 1 de los siguientes signos clinicos: paralisis del tren posterior,
convulsiones, ataxia, incoordinacion, debilidad de miembros, dificultad para caminar,
mialgia, atrofia muscular, tetraplejia, trastornos locomotores, pérdida de propiocepcion,
hiperestesia, megaeséfago, ceguera repentina, decaimiento y anorexia. La relacion
entre la presencia de signos clinicos y la presencia de anticuerpos se determino
teniendo en cuenta la presencia de al menos uno de los signos clinicos mencionados

en los animales estudiados.

Para evaluar la utilidad de un kit comercial para diagndstico de toxoplasmosis humana
en caninos y poder adaptarlo al diagndstico de toxoplasmosis en estos ultimos, se
seleccionaron al azar 297 sueros previamente analizados por la técnica de IFIl. El
tamafo de la muestra se calculd en base al supuesto de prevalencia tedrica del 50%,
con 95% de confianza y un 5% de certeza (Thrusfield, 1990), y se tomaron 99 sueros
de cada afo analizado. Para la realizacion de esta prueba se utilizé un kit comercial
para humanos AD TOXO COLOR, Polychaco y se procedi6 segun las
recomendaciones del fabricante (anexo). Se utilizaron controles positivos y negativos
de caninos y se realizé una prueba preliminar para determinar el valor de corte de
éstos ultimos.

La concordancia entre ambas pruebas se determind a través del indice kappa, y se

determinaron los valores de sensibilidad y especificidad (Anon, 2008). El tamafo de
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muestra, los resultados de chi cuadrado e indice kappa se determinaron mediante el

software de dominio publico Winepi (http://www.winepi.net/sp/index.htm).

2.9.2 Resultados:

La presencia de anticuerpos anti-T. gondii del periodo 2011-2013 fue de 33,6%
(433/1290) y la de anticuerpos anti- N. caninum para el mismo periodo fue del 25,3%
(326/1290). Un 12,5% (161/1290) de los caninos presentaron anticuerpos contra

ambas enfermedades.

La distribucion de las distintas variables en relacion a toxoplasmosis se expresa en las

siguientes tablas:
Tabla1. Distribucidn de presencia de anticuerpos anti-T. gondii por sexo.

Positivo a Negativo a Total

toxoplasmosis | toxoplasmosis

Hembra 136 326 462
Macho 167 390 557
Total 303 716 1019

Tabla 2. Distribucién de presencia de anticuerpos anti-T. gondii por edad.

Positivos a Negativos a Total

toxoplasmosis | toxoplasmosis

<1 afio 25 158 183
1 -5 afos 101 297 398
> 5 afos 151 255 406

Total 277 710 987
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Tabla 3. Distribucion de presencia de anticuerpos anti-T. gondii y presencia de signos

clinicos.

Positivo a Negativo a Total

toxoplasmosis | toxoplasmosis

Presencia 109 238 347
de signos
Ausencia 324 619 943
de signos

Total 433 857 1290

La distribucion de las distintas variables en relacién a neosporosis se expresa en las

siguientes tablas:

Tabla 4. Distribucion de presencia de anticuerpos anti-N. caninum por sexo.

Positivo a Negativo a Total

Nneosporosis | neosporosis

Hembra 114 348 462
Macho 138 419 557
Total 252 767 1019

Tabla 5. Distribucién de presencia de anticuerpos anti-N. caninum por edad.

Positivo a Negativo a Total

Neosporosis | heosporosis

<1 afo 28 155 183
1 -5 ainos 89 309 398
> 5 afos 124 282 406

Total 241 746 987
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Tabla 6. Distribucion de presencia de anticuerpos anti-N. caninum y presencia de

signos clinicos.

Positivo a Negativo Total

neosporosis | neosporosis

Presencia 93 253 346
de signos
Ausencia 233 772 1005
de signos

Total 326 1025 1351

De los caninos machos analizados, un 30% (167/557) fue seropositivo a T. gondii y el
24,8% (138/557) a N. caninum; mientras que para las hembras el 29,4% (136/462)
presentd anticuerpos anti-T. gondii y el 24,7% (114/462) presentd anticuerpos anti-N.
caninum. Segun el analisis de chi cuadrado no se observo relacion entre el sexo y la
presencia de anticuerpos especificos anti-T. gondii y anti-N. caninum,

respectivamente.

Los porcentajes de caninos con anticuerpos anti-T. gondii de acuerdo a la edad fueron:
menores de 1 ano 13,7% (25/183), entre 1 y 5 afios 25,4% (101/398) y en mayores de
5 anos 37,2% (151/406). Los porcentajes para el caso de la presencia de anticuerpos
anti-N. caninum fueron: menores de 1 afo 15,3% (28/183), entre 1 y 5 anos 22,4%
(89/398) y en mayores a 5 anos 30,5% (124/406). Segun el analisis de chi cuadrado,
se encontraron diferencias significativas entre los rangos de edad para ambas

enfermedades.

Dentro del grupo de animales que presentaron anticuerpos anti-T. gondii, un 25,2%
(109/433) presentd uno o mas de uno de los signos clinicos compatibles, mientras que
de los caninos seropositivos a N. caninum, un 28,5% (93/326) de ellos presento signos
clinicos. No se encontré relacion entre la cantidad de animales con signos y estas

enfermedades.

Los resultados de concordancia para toxoplasmosis entre la prueba de Aglutinacion
Directa (AD TOXO COLOR, Polychaco) y de IFI se realizaron de acuerdo a los datos

obtenidos que se expresan en la siguiente tabla.
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Tabla 7. Distribucion de resultados positivos y negativos para IFl y Aglutinacion Directa
(AD TOXO COLOR, Polychaco).

IFI
Negativos Positivos Total
Aglutinacion  Negativos 171 71 242
Directa
Positivos 28 27 55
Total 199 98 297

Las pruebas diagndsticas de Aglutinacion Directa (AD TOXO COLOR, Polychaco) e IFI
presentaron un grado de concordancia escaso dado que presentaron un indice kappa
de 0.152.

La prueba diagnostica de Aglutinacion Directa (AD TOXO COLOR, Polychaco)
presenta una sensibilidad de 27,6% y una especificidad de 85,9%. En esta situacion
de prevalencia, un resultado positivo tiene una probabilidad de 49,1% de ser realmente
un individuo enfermo, mientras que un resultado negativo tiene una probabilidad de

70,7% de ser realmente un individuo sano.

Ademas en la poblacion estudiada se ha observado una prevalencia real del 33,6%,

aunque la prueba diagnéstica evaluada muestra una prevalencia aparente del 18,5%.

Los 27 sueros que resultaron positivos a ambas pruebas presentaron una distribucion
de titulos a IFI de la siguiente manera: 5 sueros positivos a 1:50, 7 a 1:100, 3 a 1:200,
6 a 1:400 y 6 a 1:800. De los 71 sueros que resultaron positivos a IFl y negativos a
MAT, el 66,2% (47/71) presentaron titulos bajos a IFI (1:50 a 1:200) mientras que el
33,8% (24/71) presentaron titulos altos (1:400 y 1:800).

3. DISCUSION Y CONCLUSIONES
Objetivo 1y 2:

La presencia de anticuerpos anti-T. gondii y anti-N. caninum en este trabajo fue del
33,6% y del 25,3% respectivamente, lo que demuestra la presencia de ambas

enfermedades en la poblacién canina en nuestro medio.
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Las diferencias encontradas en la presencia de anticuerpos anti-T. gondii en relacion a
otros paises podrian deberse a que la poblacion canina estudiada en este trabajo
queda sesgada a sueros que presentaban un diagndstico presuntivo de
toxoplasmosis/neosporosis remitidos para su analisis en el LAINPA-FCV-UNLP. Las
variaciones climaticas también son un factor importante a tener en cuenta, como
ejemplo de ello, en paises con temperaturas medias anuales mas calidas (Brasil,
México) las prevalencias son mayores (entre 51,5% y 80%) a las encontradas en este
estudio, mientras que en otros paises con temperaturas anuales mas bajas o bien con
diferencias climaticas estacionales (Estados Unidos, Pakistan, Suiza) las prevalencias
son algo menores (entre 23% y 28,4%). Las temperaturas mas célidas y la alta
humedad favorecen a la esporulacién de los ooquistes de T. gondii en el medio
ambiente y por lo tanto la continuidad del ciclo biolégico (Dubey, 1998). Es necesario
evaluar muestras de sueros caninos de otras regiones del pais con caracteristicas
climaticas mas extremas para ampliar la informacion obtenida en este estudio.
También seria necesario determinar si otros factores como los habitos alimentarios y
densidad de animales que conviven podrian influir en las diferencias halladas. En un
estudio realizado en China la seroprevalencia fue menor (24%) mientras que en otro
estudio en el mismo pais fue mayor (51,9%) en relacion a nuestro estudio; esto podria
deberse a la técnica utilizada para el diagnéstico seroldgico, ya que en el primer caso
se utilizo la prueba de IHA que tiene menor sensibilidad que IFl. Las variaciones en la
prevalencia en diferentes regiones podrian deberse en parte a la técnica utilizada para
el diagndstico de esta enfermedad ya que no se han validado las distintas pruebas

seroldgicas en caninos (Dubey, 2010b).

En cuanto a las diferencias de seroprevalencia de neosporosis encontradas a nivel
mundial, se observa una mayor discrepancia debido a que paises con diferentes
temperaturas y alejados entre si (Canadd, Granada, Portugal) presentan
seroprevalencias bajas (entre 1,6 a 7,9%) y similares entre si. Se destaca la baja
prevalencia encontrada en diferentes zonas de Brasil en relacién a los estudios de
nuestro pais, a pesar de la cercania geografica y de haberse utilizado IFI como prueba
diagndstica en ambos casos; mientras que es similar a aquella de paises mas
alejados y de diferentes condiciones climaticas (Rumania, Pakistan). Se desconocen
las condiciones de viabilidad y resistencia de los ooquistes de N. caninum en el medio

ambiente, pero las diferencias encontradas podrian relacionarse a ello.

En cuanto al analisis sobre los animales seropositivos con signos compatibles en este
trabajo la seroprevalencia fue del 25,2% para toxoplasmosis y 28,5% para

neosporosis, similar a la encontrada en el estudio realizado entre 1997 y 2007 en
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nuestro medio (Venturini y col., 2008), lo que indicaria que la exposicién a la infeccion
ha sido cuantitativamente similar a través de los afios. En este ultimo estudio, si bien la
cantidad de sueros analizados (1001) es similar a la realizada en este trabajo (1290),
es importante destacar que se realizé en un periodo mayor de tiempo (10 afios).
Actualmente se ha incrementado el envio de muestras para el diagndstico seroldgico
de estas enfermedades lo cual podria deberse a una mayor informacion y
actualizacién de la signologia de estas enfermedades por parte de los veterinarios
clinicos y su inclusion como diagnostico diferencial de enfermedades con

manifestaciones semejantes.

Basso y col. (2001) encontraron una seroprevalencia de neosporosis mayor (37,8%) a
la observada en este estudio (25,3%) sin embargo la poblacién analizada correspondia
a 320 caninos de areas rurales y urbanas. Cuando estos autores analizaron solo los
perros de areas urbanas, la seroprevalencia (26,2%) fue similar a la encontrada en
este trabajo por lo que seria interesante comparar datos de caninos de areas rurales
para poder determinar si el riesgo a contraer esta enfermedad es mayor debido a la

presencia de bovinos que incremente las posibilidades de infecciéon horizontal.

En este estudio se encontré un 12,5% de caninos que presentaron anticuerpos para
ambas enfermedades, con lo que se concluye que éstos presentaron co-infecciones.
En el diagnéstico serolégico se debe tener en cuenta que en los caninos puede existir
una reactividad cruzada entre T. gondii y N. caninum, ya que ambos parasitos se
encuentran muy emparentados filogenéticamente y comparten antigenos comunes. En
este estudio la dilucion de los sueros se realizd a partir de 1:50, y aunque se ha
determinado que la prueba de IFI es la mas utilizada en nuestro medio debido a su
sensibilidad y practicidad, deberia tenerse en cuenta que puede detectarse reactividad

cruzada cuando las diluciones del suero son menores a 1:50 (Dubey y Lindsay, 1993).

En cuanto a la relacién entre las variables sexo, edad y presencia de signos clinicos
con la presencia de anticuerpos especificos para T. gondii y N. caninum soélo se
encontraron diferencias significativas con la edad de los animales. La seroprevalencia
encontrada en los rangos de edad analizados son similares a los obtenidos en el
trabajo de Venturini y col., 2008 y de Basso y col., 2001. Se observé que el numero de
animales seropositivos en ambas enfermedades se incrementa a medida que aumenta
la edad de los mismos, lo que indicaria la importancia de la transmisién horizontal o de
la infeccion postnatal en estos parasitos. En el trabajo de Venturini y col., 2008 se
observé que en el rango de animales menores a 12 meses la mayor proporcién de los

titulos para toxoplasmosis se ubican en las diluciones menores, mientras que para
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neosporosis se ubican entre las diluciones mayores. Esto permitiria considerar que si
eéstos se infectan, manifiestan signos de neosporosis acompafiados de titulos de
anticuerpos mayores que los que se detectan para toxoplasmosis. Por otra parte, es
posible que los titulos de anticuerpos (Ig G) para toxoplasmosis, generalmente mas
bajos, se relacionen con infecciones cronicas y no necesariamente con los signos
clinicos que manifiestan los animales. En este trabajo no se realizé el analisis de los
titulos de anticuerpos segun la edad. Di Lorenzo y col. (1997) observaron una
seroprevalencia mayor para ambas enfermedades (43,2% para toxoplasmosis y 47,4%
para neosporosis), es importante resaltar que los perros muestreados eran adultos lo
cual podria relacionarse con el hecho de ser la categoria que mayor porcentaje de
anticuerpos presenta en todos los casos, sin embargo la proporcion de caninos con
anticuerpos contra ambas enfermedades fue mayor (28,8%) en relacion a este trabajo
(12,5%).

Objetivo 3:

En este trabajo se evalué si la prueba de aglutinacién directa de origen comercial de
produccién nacional para diagndstico de toxoplasmosis en humanos, permitia
determinar sueros positivos a T. gondii en caninos. Se realizaron modificaciones en el
protocolo de acuerdo a la bibliografia disponible (Desmonts y Remington, 1980) y se
comparé con la prueba de IFl utilizada de rutina en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia, UNLP. Se utilizaron los datos obtenidos como un primer paso en
la validacién de la misma, debido a la alta sensibilidad y especificidad de esta prueba

comercial en el diagndstico de toxoplasmosis humana.

La prueba de Aglutinacién Directa (AD TOXO COLOR, Polychaco) podria utilizarse en
los laboratorios veterinarios de diagndstico como prueba tamiz para detectar animales
negativos y reducir el nimero de muestras a procesar por una prueba de referencia de
alta sensibilidad y especificad como la IFIl. En un trabajo anterior donde se analizaron
sueros caninos (114) con IFl y una prueba de Aglutinacién Directa con un kit comercial
(Toxo Screen DA, Biomerieux, Ref 75 481), ésta ultima presentdé una sensibilidad
pobre (73,4%), pero una aceptable especificidad (98%) (Macri y col., 2009). En la
practica veterinaria, es muy frecuente que algunos laboratorios de diagndstico
veterinario deriven el diagnostico serologico de toxoplasmosis a otros laboratorios
especializados que cuentan con el equipamiento necesario para realizar la prueba de
IFI, especialmente el microscopio de fluorescencia que es muy costoso para ser
adquirido por un laboratorio de diagndstico de rutina, como asi también los conjugados

que son productos importados. Estos conjugados, en el caso de la IFI deben ser
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especificos para especie e isotipo, es decir, si se quiere determinar anticuerpos anti- T.
gondii en distintas especies animales, se deberan adquirir conjugados anti-
inmunoglobulina anti-especie especifica (por ejemplo anti-gato, anti-cabra, anti-bovino,
etc.) marcadas con isotiocianato de fluoresceina, mientras que en el caso de la
prueba de Aglutinacion Directa se pueden determinar anticuerpos en distintas

especies sin la necesidad de conjugados especificos.

A su vez, otra ventaja que presenta la prueba de Aglutinacion Directa es que su lectura
no demanda un entrenamiento particular por el veterinario a cargo del diagndstico,
debido a que la misma es de interpretacion mas simple, con lo cual se reduce la
subjetividad que muchas veces presenta la lectura de IFI entre los distintos operadores
que la realizan (Fulton y Voller, 1964). Esta prueba también permite analizar una
mayor cantidad de muestras, variable segun la cantidad de diluciones que se realicen.
En el caso de su uso en humanos como asi también en animales, tiene la ventaja de
que utiliza un antigeno inactivado, con lo que reduce el riesgo de infeccion del
operador (Fulton, 1965).

A su vez, la prueba de Aglutinacién Directa, al utilizar 2-mercaptoetanol (2-ME)
permitiria diferenciar serolégicamente si la infeccién de un animal es aguda (lg M) o
cronica (Ig G), lo cual representaria una importante ventaja en relaciéon a las demas
pruebas seroldgicas. Esto se debe a que las moléculas de Ig M e Ig G se comportan
de modo diferente frente a la accion de agentes reductores como el 2-ME. El 2-ME
fracciona las Ig M en subunidades pequenas sin actividad aglutinante, en tanto que no
actua sobre la Ig G. Cabe destacar que en este trabajo todos los sueros fueron

investigados por Ig G unicamente.

En las pruebas serolégicas mas frecuentemente usadas, como la IFl, un resultado
positivo como Unica determinacion indica que el animal presenta anticuerpos
especificos contra el parasito, y por lo tanto que ha sido expuesto al agente. Para
poder relacionar los signos clinicos compatibles con la presencia del parasito o una
infeccidn activa en un determinado momento, es necesario realizar la determinacién
de los anticuerpos especificos en dos muestras pareadas (21 dias de intervalo entre
muestras como minimo) debido a que la mayoria de las pruebas usadas determinan
un unico isotipo de inmunoglobulina, generalmente Ilg G. De este modo, la prueba
utilizada podra determinar si existe seroconversién, que es el movimiento en el titulo
de anticuerpos de 2 a 4 diluciones de la segunda muestra en relacion a la primera
muestra. Esto se explica por la concentracién que adquieren las inmunoglobulinas

ante un primer contacto con el agente. Al inicio de una infeccion, la inmunoglobulina
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que predomina es la Ig M, la cual comienza a ser detectable en suero a partir del dia
5-7 posterior al contacto con el parasito, para realizar un pico en su concentracion
aproximadamente al dia 14 y luego descender. La Ig G, mas especifica, por su parte,
aparece a los 14 dias, alcanza su maxima concentraciéon a los 21 dias y luego
desciende en forma variable. Asi, si un titulo de anticuerpos especificos para una
enfermedad en una segunda muestra, aumenta o disminuye en relacion a la primera,
se puede confirmar que esta infeccion es activa. Si los titulos se mantienen iguales en
ambas muestras, se relaciona con una infeccion crénica y se podria considerar que no
estd asociada esta enfermedad necesariamente a los signos que presenta el animal
en ese momento. Si bien al analizar muestras pareadas se obtiene un resultado
concluyente del momento de la infeccién, es poco frecuente que los veterinarios
envien la segunda muestra para su analisis.

Los resultados de concordancia entre la prueba de IFI y la de Aglutinacion Directa (AD
TOXO COLOR, Polychaco) obtenidos en este trabajo fueron muy bajos, como asi
también los valores de sensibilidad y especificidad de esta ultima, por lo que se
concluye que esta prueba comercial de Aglutinacion Directa (AD TOXO COLOR,
Polychaco) con sus modificaciones no podria utilizarse como prueba tamiz en perros.
Deberia tener al menos un valor de especificidad mayor para que la prueba nos
asegure que los resultados negativos son verdaderos negativos y asi confirmar por
otra prueba de mayor sensibilidad los positivos. Ademas los valores de prevalencia
mas bajos obtenidos sobre los 297 sueros analizados por Aglutinacion Directa en
relacion a los analizados por IFI también permitirian confirmar esos resultados. Al
analizar las posibles causas de estos resultados se concluye que las diferencias

podrian deberse a:

1. El titulo de corte utilizado: en este trabajo se utilizé el mismo titulo de corte que
se utiliza en IFI (1:50), segun lo reportado en la bibliografia (Dubey, 2010). Si bien los
sueros utilizados como controles caninos y humanos evidenciaron buenos resultados
para la prueba de Aglutinacion Directa en esa dilucién, las diferencias encontradas en
los restantes sueros analizados podrian deberse a que este titulo podria ser un valor
de corte muy alto para la misma, con lo cual no se detectan los sueros positivos con
titulos bajos por IFI (1:50, 1:100 Y 1:200). Esto podria determinar una disminucién de
la sensibilidad de la prueba de Aglutinacién Directa (AD TOXO COLOR, Polychaco).
Seria necesario realizar otras pruebas confirmatorias, como el Immunoblot, para definir
otro valor de titulo de corte.

2. Presencia de fendmeno de zona: el fendbmeno de zona ocurre en las pruebas

de aglutinacion cuando existe un exceso de anticuerpos en relacién a la cantidad de
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antigeno presente en la reaccion, lo cual satura los sitios de unién de los antigenos y
no permite la formacion del enrejado de Marrack que es lo que genera el efecto visible
en un resultado positivo. Asi, al existir un exceso de anticuerpos se visualiza como un
resultado negativo aunque haya anticuerpos en el suero problema. Esto podria
explicar el motivo por el cual algunos resultados positivos a IFI con titulos altos (1:400
y 1:800) resultarian negativos por la prueba de Aglutinacion Directa utilizada en este
trabajo. Esto podria determinar una disminucién de la especificidad de esta ultima.
Para definir si estos sueros son verdaderos positivos, seria necesario realizar un
mayor numero de diluciones de los mismos, para evitar el fendmeno de zona. Sin
embargo esto reduciria el numero de muestras posibles a analizar por placa, con lo
cual no se justificaria la utilizacién de esta prueba como tamiz en vez de utilizar la
prueba de IFlI empleada como de referencia.

Por lo tanto, como conclusion final, en la poblacion analizada y en base a lo
anteriormente expuesto, no se recomienda el uso del kit comercial AD TOXO COLOR,
Polychaco, como screening o tamiz para el diagnostico de toxoplasmosis en caninos
domesticos.
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ANEXOS
Anexo 1: Técnicas utilizadas en los métodos serologicos

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta

Preparacion del antigeno:

Cultivo de células: Se utilizaron células Vero (células epiteliales de rifidn de
mono verde africano Chlorocebus sp.) mantenidas con medio de cultivo RPMI
1640 con glutamina, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) para
crecimiento o 3% SFB para mantenimiento y con 1 % de antibiético (Penicilina
10.000 Ul/ml — Estreptomicina 10mg/ml) y antimicético (Anfotericina B
0,25mg/ml).

Semanalmente se repicaron en nuevas botellas una vez observada la

formacion de una monocapa de la siguiente manera:

- Se elimina el medio de la botella.

- Se agrega PBS pH 7,2 y enjuaga, se elimina el PBS.

- Se agrega 2,7 ml de PBS y 0,3 ml de Tripsina- EDTA sol. 10 x (5 g de
tripsina/l 1:250, 2g EDTA/I) e incuba a 37° 30 min.

- Una vez desprendidas las células, se completa hasta 5 ml con RPMI.

- Se coloca 1 ml de esa suspensién en cada nueva botella de cultivo con 5 ml de
medio con 10 % de SFB colocado previamente.
Se incuba a 37° bajo una atmésfera con 5 % de CO,,

- Las células deben multiplicarse una vez por semana. En tres a cinco dias

puede estar formada la monocapa.

Preparacion del antigeno para T. gondii: se recolectd el sobrenadante de una
botella infectada de 6-7 dias donde se observd que los taquizoitos se
encontraron en un 80% fuera de la célula. Se centrifugd 10 minutos y se
resuspendid en solucién fisiolégica. Se centrifugd y lavd tres veces. Se
inactivaron los taquizoitos con 1% de formol. Se resuspendié en solucion de
PBS en una dilucién aproximada de 10’ taquizoitos/ml. Se colocé
aproximadamente 10 uyl de la suspension en cada area del portaobjeto para IFI

y se seco a temperatura ambiente. Los portaobjetos se conservaron a -20° C.
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Preparacion del antigeno para N. caninum: se recolectdé la monocapa de una
botella infectada donde se observd que el 50% de los taquizoitos se
encontraron fuera de las células. Se pasaron por agujas de diferentes calibres
para facilitar la liberacion de los taquizoitos. Se centrifugd y lavé tres veces. Se
resuspendieron en PBS en una dilucién aproximada de 10 taquizoitos/ml. Se
coloco aproximadamente 10 pl de la suspensidon en cada area del portaobjetos
para IFl, se sec6 a temperatura ambiente y se fij6 con metanol. Los

portaobjetos se conservaron a -20° C.

Preparacion de soluciones de lavado y montaje:

Solucion buffer de fosfatos (P.B.S.)

Solucién madre:

Cloruro de sodio (NaCl)..........ccccceeeeeeiennnn. 40 g
Cloruro de potasio (KCI).......ccoeeeiiiiiiiiiiinnns 19
Di-sodio hidrogeno fosfato(Na,HPO,)........ 5,759
Potasio di-hidrogeno fosfato (KH,PO,)........... 19

Agua destilada............cccoviiiiiii c.s.p. 500 ml

Solucién de trabajo: se utiliza la solucion madre diluida 1:10 en agua destilada.

El pH final sera de 7,2.

Solucién buffer de carbonatos (Rinse buffer)

Solucién madre:

NagCO3.. ..o, 579
NaHCO3. ... 16,8 g

NACH ... 4,259
Agua destilada.............ccoeeeiiiiinii c.s.p. 500ml.
El pH es de 9.
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Solucion de trabajo: Se utiliza la solucion madre diluida en agua destilada en
proporcion de 1: 4.

Liquido de montaje para Inmunofluorescencia de T. gondii:

Para preparar 10 ml de esta solucion:

PB.S. 9 ml

Glicerina .....ccoceveeieieiei, 1 ml

Liquido de montaje para Inmunofiuorescencia de N. caninum:

Se mezcla en partes iguales glicerol y la solucion buffer de carbonatos.

La prueba de Inmunofluorescencia Indirecta se realizo de la siguiente manera:

1. Los sueros caninos se diluyeron en base 2 a partir de 1:50 hasta 1:800 en
PBS en placas con fondo en U de 96 pocillos.

2. Se incubaron los sueros con el antigeno de T. gondii y de N. caninum en los
portaobjetos a 37° C durante 30 minutos en camara humeda.

3. Los portaobjetos se lavaron en agitador con solucién de buffer de carbonatos
para N. caninum y con PBS para T. gondii tres veces: 10 minutos, 5 minutos y
3 minutos, cambiando la solucién de lavado cada vez.

4. Luego del secado, se coloco el conjugado anti-lg G canina especifica FITC
(Sigma) y se incubd por 30 minutos a 37° C en camara humeda.

5. Se procedi6 a realizar el lavado de la misma manera que en el paso 3.

6. Luego del secado, se montd con glicerina al 50% en buffer de carbonatos
para N. caninumy al 10% en PBS para T. gondii.

7. Se observo con el microscopio de fluorescencia a 20X y 40X. Se consider6
un resultado positivo cuando se observd fluorescencia verde-amarillenta en

toda la periferia del taquizoito (Moré y col., 2008).

Prueba de Aglutinacién directa para T. gondii

El kit de Aglutinacion directa AD TOXO Polychaco provee los siguientes

reactivos:
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Frasco 1. Antigeno. 12 ml de suspension estabilizada de T. gondii.

Frasco 2. Diluyente de muestras. 30 ml de solucion salina con conservantes.
Frasco 3. Ampolla de 1 ml de 2-mercaptoetanol (2-ME).

Frasco 4. Solucién proteica. 0,3 ml de solucién proteica estabilizada, con
conservadores.

Frasco 5. Control positivo de humano. 0,5 ml de una dilucion de suero reactivo
para anticuerpos contra T. gondii, titulado, inactivado, con conservantes. Listo
para usar.

Frasco 6. Control negativo de humano. 0,5 ml de una dilucion de suero no
reactivo para anticuerpos contra T. gondii, titulado, inactivado, con
conservantes. Listo para usar.

Los reactivos deben guardarse preferentemente entre 2° y 8° C. No congelar.

Preparacion de los reactivos del kit segun recomendaciones del fabricante:

Antigeno (frasco 1): antes de usar, asegurar una buena homogeneizacion,
agitando intensamente el frasco y luego pasando su contenido 3 o0 4 veces a
través de una jeringa con aguja fina. Repetir el procedimiento cada vez que lo
use. Mantener el frasco en posicion vertical.

Diluyente de muestra (frasco 2): antes de utilizar el diluyente, agregar 100 pl de
Solucién Proteica (frasco 4), cada 10 ml de diluyente. Preparar la cantidad
necesaria para el uso inmediato, ya que solo es estable durante dos dias si se
mantiene entre 2° y 8° C.

2-mercaptoetanol (ampolla 3): preparar una solucién de 2-ME 1:100 en
solucion fisiologica (NaCl 0,85% P/V). Utilizar esta solucion solamente el dia de
la preparacion.

Control positivo y negativo: estan listos para usar, por lo que no requieren

tratamiento con 2-ME.

Procedimiento:
a. Tratamiento de los sueros con 2-ME:

1. En dos recipientes adecuados colocar 100 ul de suero con 100 pul de 2-
ME en uno y en el otro 100 pl d suero con 100 pl de solucion fisioldgica,
por cada uno de los sueros a analizar.

2. Incubar 30 minutos a 37° C.

Luego de la incubacion, proceder a la titulacién. Observar que ninguno

se encuentre gelificado.
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4.

Los sueros estan diluidos 1:2.

b. Titulacién: Si se desea investigar Ig G especifica, titular solamente el suero

tratado con 2-ME. Si se desea diferenciar una infeccidon reciente de una

cronica titular el suero tratado y no tratado en paralelo para detectar

ademas Ig M.

1.

Colocar 25 pl del Diluyente de muestras utilizando un microgotero o una
micropipeta calibrada, a partir del primer pocillo de una policubeta
descartable. Utilizar la cantidad de pocillos necesarios hasta la dilucion
(titulo) de las muestras y controles que desea investigar. Dejar un
pocillo sélo con Diluyente de muestras para utilizarlo como Control de
Reactivo.

Sumergir un microdiluidor de 25 ul en un recipiente con agua destilada,
secarlo con papel de filtro por rotacion y seguidamente tomar el suero
diluido en el tratamiento anterior. Al retirarlo controlar que cubra la
totalidad de los espacios libres.

Sumergir el microdiluidor cargado en el primer pocillo y girar el mismo
entre ambas manos no menos de 10 veces. Esta operacién asegurara
una perfecta homogeneizacién de la muestra.

Transferir los microdiluidores a la fila siguiente y repetir la misma
operacién hasta la dilucién deseada.

Retirar los microdiluidores y secarlos con papel de filtro. Sumergirlos
sucesivamente en dos recipientes con agua destilada y secarlos con
papel de filtro para usarlos nuevamente.

Repetir los pasos 2 a 5 con cada muestra a investigar, con el Control
Positivo y el Control Negativo provistos en el equipo. Si se utiliza una
micropipeta automatica de 25 pl para la toma y dilucién de la muestra y
los controles, homogeneizar por carga y descarga, transfiriendo 25 pl de
pocillo en pocillo hasta la dilucion deseada, descartando los ultimos
25pl.

Depositar con una micropipeta o microgotero 25 pl del Antigeno
previamente homogeneizado en los pocillos utilizados.

Agitar la policubeta golpeando con los dedos sobre sus paredes
laterales, durante no menos de 30 segundos.

Dejar la policubeta en reposo a resguardo de vibraciones durante un

minimo de cuatro horas y leer.
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Lectura:

Luego de transcurridas cuatro horas de incubacion, realizar una primera
lectura y controlarla al dia siguiente. La lectura se realiza sobre un
“‘espejo” utilizando ademas una lampara que ilumine la policubeta
transversalmente desde abajo.

El primer pocillo corresponde a la dilucién 1:4 para el suero y 1:2 para
los controles positivo y negativo.

Reaccién positiva: formacion de un manto en el fondo del pocillo por
aglutinacion del antigeno, que debe ocupar mas del 50% del mismo.
Reaccion negativa: formacién de un boton nitido o botén con centro de
luz, de bordes regulares, por sedimentacion del antigeno.

Control de reactivo: debe formar un botén nitido por sedimentacion del
antigeno, como la reaccion negativa. Si el antigeno esta autoaglutinado,
la imagen del control de reactivo seria como la reaccién positiva. Si esto
ocurre, verifique la homogeneizacion, su estado de conservacién

(debido a su posible congelamiento) y la fecha de vencimiento del kit.

Modificaciones realizadas en el trabajo

e Se analizaron por placa 91 sueros problemas, debido a que se
cinco pocillos fueron utilizados para: control positivo de humano,
control negativo de humano, control positivo de perro, control
negativo de perro y para el diluyente de muestra.

e Tratamiento de los sueros con 2-ME: Se trataron los 91 sueros
problemas y los controles positivo y negativo de perros (total de
93 sueros) en la misma dilucién (1:2) que la recomendada en el
kit. Se colocd 12,5 ul del suero problema en 12,5 ul del 2-ME en
microtubos de 0,5 ml, debido a que los volumenes de sueros
remitidos eran escasos. El 2-ME se prepar6 como indica el kit
(1:100: 12 pl de 2-ME puro en 1188 pl de solucion fisioldgica).
No se realizo la dilucion de los mismos con solucién fisioldgica,
debido a que solo se investigd la presencia de Ig G, para
comparar los resultados con la prueba de IFI. La incubacion fue
a igual temperatura y tiempo que la recomendada en el Kkit.
(37°C por 30 minutos en estufa de cultivo).

e Se prepar6 el diluyente de muestra de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, utilizando 46 pl del la solucion

proteica en 4554 ul del diluyente. Se colocaron 46 ul de esta

46



preparacion en cada pocillo de una policubeta aparte en donde
se realizaron las diluciones.

Se colocd 4 pl de cada suero problema y de los controles
caninos, mientras que en los controles humanos se colocé 2 pl
para obtener la dilucion 1:25.

En otra policubeta provista por el kit, se colocé 12,5 ul de la
preparacion del diluyente y solucién proteica y sobre estas se
colocdé 12,5 ul de la dilucién anterior, obteniéndose la dilucion
final de 1:50. Luego se le agregd 12,5 pl del antigeno provisto
por el kit previamente homogeneizado, y se procedioé a realizar

la lectura de igual forma que la recomendada por el fabricante.
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