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RESUMEN

Se realizd un Manual de Inmunclogia Veterinaria el cual se enfoca a la
Importancia del tema y a |a Interpretacion de los resultados.

Cada tema presenta una introduccion, el desarrollo de la préactica, la interpretacion
de los resultados vy la bibliografia consultada por tema.

Se anexa ademas un glosario para la comprensidn de algunos términos, pruebas
de laboratorio para diagndstico de enfermedades en distintas especies y algunos
lineamientos para la interpretacion de resultados.



INTRODUCCION

El laboratorio de Inmunologia es una herramienta importante en el aprendizaje de
esta ciencia, que facilita el entendimiento de los mecanismos de defensa del
organismo frente a los antigenos. Su aplicacion practica en el ejercicio del Médico
Veterinario Zootecnista, permite hacer diagnosticos mas certeros y tomar las
mejores decisiones con respecto a la inmunoprofilaxis y control de enfermedades
de interés veterinario, considerando su impacto en salud publica y por las pérdidas
econdmicas que traen consigo.

Sin embargo, hemos observado que no siempre se considera de esta manera el
objetivo del laboratorio de docencia, debido a que el conocimiento que reciben los
alumnos en las practicas de laboratorio no les es significativo para integrarlo a una
aplicacion practica en el campo, incluyendo la interpretacion de los resultados.

El presente *Manual de Practicas de Inmunoclogia Veterinaria: Importancia e
Interpretacion’, ademas de enlistar el material y método de las précticas, enfatiza
en el marco tedrico, el significado y aplicacién de cada una de las préacticas
contenidas en el manual y, alin mas importante, la interpretacion de los resultados
obtenidos. Esto permite al alumno contar con las herramientas necesarias para
que al enfrentarse con casos clinicos tenga la capacidad de establecer los
procedimientos correctos que lo lleven a un diagnéstico certero.

En la actualidad existen manuales de Inmunoclogia Veterinaria, pero algunos de
ellos se enfocan al desarrollo de la técnica, por lo que el alumno no puede
integrario al conocimiento teérico adquirido en la materia de Inmunologia. Debido
a esto, el presente Manual integra ambas cosas (teoria y técnica) para una mejor
comprension por parte del alumno. Otro aspecto importante es que se mencionan
las practicas mas comunes.

Tradicionalmente cuando se necesitaba establecer en el laboratorio una prueba
para el diagnostico de una enfermedad, se empezaba desde la obtencion y
purificacion del antigeno, la preparacién de los reactivos y se buscaban técnicas
que pudieran ser de facil aplicacion, se determinaba su sensibilidad vy
especificidad, se comparaba con una o varias pruebas estandar y una vez
validada se utilizaban en el campo para obtener resultados confiables. En la
actualidad es posible conseguir antigenos, reactivos o kits de diagnéstico
comerciales de la mayoria de las enfermedades importantes de los animales
domésticos.

Estas pruebas comerciales poseen un elevado respaldo en investigacion y
tecnologia de punta, tienen alta sensibilidad y especificidad, lo que les da
confiabilidad y constituyen un ahorro considerable de tiempo, factor clave para la
toma de decisiones basadas en un rapido diagnéstico.



L a serologia es una excelente herramienta para el diagnéstico cuando se utiliza
correctamente. No existe un método simple ni magico para desarrollar las
estrategias de muestreo ni para interpretar los resultados serolégicos. Los
conceptos que se presentan en este manual pueden ayudar a establecer las
bases para el uso efectivo de algunas pruebas seroldgicas, y pretende abordar de
manera sencilla su fundamento inmunoldgico y la interpretacion de resultados.



OBJETIVO

Objetivo general.

- Elaborar un documento que contenga ias practicas que se llevarén a cabo
en la materia de Laboratorio de Inmunologia.

Objetivos particulares.
- Proporcionar al alumno los procedimientos y el material a utilizar en las
distintas practicas a realizar.
- Hacer énfasis en la importancia e interpretacién que se le debe dar a cada
practica.
- Proporcionar al docente un material de apoyo.
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1. RECOLECCION, CONSERVACION Y ENVIO
DE MUESTRAS SEROLOGICAS AL LABORATORIO

INTRODUCCION

El éxito en los procedimientos de laboratoric que nos pueden conducir al
diagndstico més preciso de una enfermedad, depende de varios factores, los mas
importantes son:

1. Seleccion y conservacion de un nimero conveniente de muestras tomadas
asépticamente de los sitios anatdmicos mas convenientes durante el estadio
adecuado de la enfermedad, para el aislamiento o demostracion del o de los
patégenos

2. Toma de muestras de suero sanguinec al tiempo en que el titulo de
anticuerpos es adecuado para ei diagnéstico.

3. Eleccion adecuada de la prueba a realizar.

Es muy importante el punto numero 1, ya que procesar muestras que no
presenten las condiciones necesarias para ser procesadas (muestras
hemolisadas, contaminadas, con anticoagulante, a temperaturas de conservacién
no adecuadas, poca cantidad, etc.) la interpretacidn de resultados podria ser
errénea y poco confiable. Y lamentablemente esto se observa frecuentemente en
laboratorios que reciben este tipo de muestras y por lo tanto se dificulta la
interpretacion y el diagnéstico que se les ha solicitado.

Podemos encontrar anticuerpos solubles en muchos liquidos corporales, pero en
donde se presentan en mayor concentracion y se obtienen con mayor facilidad es
en el suero sanguineo, por lo que es la muestra que se utiliza en las pruebas de
inmunoserologia. El suero se obtiene al dejar coagular la muestra de sangre, y se
diferencia del plasma porque aquel se encuentra desprovisto de fibrindgeno, que
en {a coagulacion se convierte en fibrina.

Seieccién de muestras

En brotes de enfermedades, la seleccidén de la muestra debe recaer en el animai
que se encuentre en etapa temprana de la fase aguda de la enfermedad y acorde
a los datos de Ia historia clinica. Es recomendable remitir varios especimenes de
la poblacidn, sobre todo en brotes epizodticos y en animales cuyo costo por
unidad no sea tan elevado. Deben elegirse varios animales en diversos estadios
de la enfermedad.

Para fines de inmunoserologia, se recomienda la utilizacién de sueros pareados,
debido a que ia presencia de anticuerpos para un determinado microorganismo en
una unica muestra de suero tiene poca importancia diagndstica. Por lo que solo 2



muestras por lo menos, tomadas con una diferencia cronolégica de 3 semanas, y
que presente por lo menos 4 veces de aumento en el titulo hacen mas certero el
diagnéstico. Pero en la practica esto casi no se realiza, por no sangrar a los
animales y porque el ganadero prefiere pagar una sola vez.

Métodos de sujecion

La posicion adecuada y sujecion del animal son esenciales para un muestreo con
éxito, en el que se debe minimizar el manejo fisico, quimico y psiquico, ya que la
sangre tomada de un animal estresado o “adrenalizado” puede originar resultados
erroneos, sobretodo cuando el suero se destinara para pruebas bioquimicas
ademas de inmunolégicas. Razén no menos importante es que los métodos de
sujecion disminuyen los riesgos para el clinico.

Los métodos de sujecion se clasifican en: sujecion fisica, en la que se emplean
instrumentos, y restriccion quimica, cuando se administran drogas que sedan o
inmovilizan en grado variable. Cuando se requiere alguna forma de restriccién es
recomendable utilizar primero la mas simple y menos drastica, y utilizar los
métodos severos cuando sea estrictamente necesario.

El trabajo del clinico con fines de diagndstico representa un peligro potencial para
él y sus asistentes, por lo que se necesita cierta asepsia y precauciones para
evitar contaminaciones.

Equipo minimo necesario:

El equipo utilizado varia de acuerdo con la especie a manejar, e incluye: cuerda
(de algoddn preferentemente para no dafar la piel del animal), narigén,
almartigbn, bozal, acial, torcedor de trompas para cerdo, potro fijo o manga de
manejo (imagen 1).

En caballos se aplica el acial en el belfo superior o inferior o en la oreja. En el caso
de los bovinos se pueden atar ambos cuernos a un poste solido, o se usa el
narigon, o el potro de sujecién; el tipo de manejo varia entre razas y especies. El
ganado productor de leche es el mas décil por el tipo de técnicas de produccion.

En el ganado de Lidia es muy dificil realizar los métodos de sujecion
convencionales, debido a que normalmente se encuentran en potrero o
agostadero, y al minimo manejo que se les da. En el ganado de carne se prefiere
utilizar un bozal o cabezal, ya que este algunas veces se resiste al uso del
narigon, que podria lastimarle los ollares.

Imagen 1. Vaca en manga de manejo
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En cerdos adultos se utiliza el torcedor de trompas y los cerdos jévenes se
sujetan colocandolos en decubito dorsal. En pequefias especies, el animal se
coloca sobre una mesa en posicién de decibito [ateral; es necesario colocarle un
bozal para evitar mordeduras y la presencia del duefio del animal facilita el
manejo.

Toma de muestras

La sangre venosa es la muestra mas comunmente obtenida de los animales y el
sitio y el calibre de la aguja para la obtencién dependera de la especie.

- En los bovinos la sangre se obtiene de las venas: yugular, mamaria y
coccigeas. Se recomienda el uso de agujas de calibre 16 o 18.

- En ovejas, la vena yugular es la mas usada y accesible, aunque la vena
femoral también se puede emplear. Se debe usar agujas de calibre 18,

- En los caballos se usa la vena yugular y se recomienda que el calibre de la
aguja sea de 18 0 20.

- En el cerdo se usan las venas de iz oreja, de la cola y la vena cava yugular (de!
lado derecho) y la aguja debe ser de calibre 20 0 21.

- En gatos y perros se utilizan las venas cefdlicas y safenas, pero puede
recurrirse a la vena yugular. Se usan agujas de calibre 18, 20 o0 22.

- En aves adultas y pavos la muestra se obtiene de la vena braquial con aguja
de calibre 21; en aves de talla pequefia se recomienda puncidn intracardiaca,
recomendando el uso de agujas de calibre 21 o 23. Para tomar muestras de
sangre en papel filtro para pruebas como inhibicién de la hemoaglutinacién, se
utiliza la puncién de la vena axial con una lanceta.

Las agujas, jeringas y tubos vacoutainer que se utilicen para la recoleccién de
sangre deben estar perfectamente secos, de lo contrario se puede producir
hemolisis. También deben estar estériles y se deben utilizar distintas agujas para
cada animal.

Obtencioén del suero

El suero sanguineo se obtiene después de que se ha formado el coagulo, esto se
puede acelerar incubando el tubo en el que se obtiene la muestra de sangre a una
temperatura entre 35 y 37°C, o inclinando el tubo para aumentar la superficie de
contacto (imagen 2) y con esto acelerar el proceso de coagulacion y la retraccién
del coagulo, ya gue el coagulo se pegara en el tapon del tubo y al destapario el
coagulo saldra con el tapdn y permitira dejar Unicamente el suero en el tubo.




Imagen 2. Obtencion del suero

El suero en la mayoria de las especies se separa sin centrifugacion aunque por
centrifugacion el volumen que se obtiene siempre seré mayor. En los bovinos
permite obtener un rendimiento de mas del 40% de suero.

El tiempo de coagulacion para los animales sanos varia, generalmente los tiempos
de coagulacion son mas largos en el caballo y el bovino, va desde 4 a 15 minutos,
y en el perro desde 2.5 a 13 minutos. Los defectos en la coagulacién de la sangre
son poco frecuentes en los animales, siendo la incidencia mas alta en perros.

Es importante no dejar la muestra mas de 2 horas a temperatura ambiente, evitar
los anticoagulantes y el dafio mecénico a los eritrocitos.

Conservacién, manejo y envio
e Conservacion

Las muestras de sangre para el diagnéstico serolégico se toman en tubos o en
frascos estériles, sin anticoagulante. El volumen minimo debera ser de 2 a 5 ml

para los estudios rutinarios, y para un laboratorio especializado se envian de 5 a
10 ml de suero.

La refrigeracion es el método de conservacion recomendable para muestras
serologicas, y en esta se pueden usar: hielo natural, hielo seco o liquido
refrigerante.

Si es necesario conservar muestras de suero por tiempos prolongados se
recomienda mantenerlos en congelacién. Un suero en buenas condicionas se
puede conservar hasta por 6 meses, evitando descongelar y volver a congelar por
que la muestra no serviria. Las muestras que contienen coagulo solo deben
conservarse 1 dia.

Es importante no colocar las muestras en las puertas de los refrigeradores para
evitar constantes cambios de temperatura.




* Manejo y envio

El manejo y transporte de la muestra debe efectuarse de tal manera que se evite
la ruptura y filtracion de los empaques y que esto altere o contamine la misma.
También debe evitarse exponer las muestras a la luz solar.

Las muestras deben empacarse en materiales impermeables, y a su vez
introducirse en recipientes de mayor tamafio a prueba de fugas de agua, donde
se llena el espacio vacio con el refrigerante, finalmente se empacan en cajas que
contengan material absorbente como papel o aserrin. Las muestras deben ser
enviadas debidamente cerradas, etiquetadas y acompariadas por la historia clinica
e indicando el tipo de prueba que se requiere.

Las muestras tomadas deben identificarse con los siguientes datos:

1. Nombre del propietario o del cliente

2. Descripcion de los animales (especie, raza, sexo y edad)

3. Nombre o nimero de cada animal si es de hato o manada. Si se ignora el
nombre de! propietario debe acompafiarse una descripcién cuidadosa del
animal.

La historia clinica debe sefialar detalles tales como:

Duracion de la enfermedad o brote.
Numero de animales afectados.
Incidencia de mortalidad.

Edad de los animales afectados
Tipo de corral 0 cama.

Clase de alimentacién.

Posibilidad de contacto con animales vecinos que sufran de enfermedad
similar.

8. Descripcidn de los signos clinicos.
8. Antecedentes de enfermedades.
10. Historial de vacunacién.

NOO A LN

Existen muchas causas por las que una muestra sérica puede inutilizarse, dentro
de las principales y més comunes podemos citar las siguientes:

- Hemdlisis

- Lipemia o quiluria

- Desnaturalizacién por agentes fisicos o guimicos
- Cantidad insuficiente de Ja muestra

- Mala identificacién

- Muestra con anticoagufante

- Temperatura de conservacién no adecuada




DESARROLLO DE LA PRACTICA

MATERIAL

- Tubos de ensaye con tapén sin coagulante
- Vacoutainer

- Etiquetas

- Alcohol

- Algodén

- Solucién de acetona (2 partes) y xilol (1 parte)
- Torcedor de trompas para cerdo

- Cuerda

- Lanceta

- Papel filtro

- Jeringas

METODO

MANEJO GENERAL

o

Sujecion del animal
Asepsia del sitio de puncion
La puncién se puede realizar mediante una jeringa o un vacoutainer.

Si la puncion se realiza con jeringa se retrae el émbolo de la jeringa para
establecer si se ha penetrado en la vena, y si es asi. se mantiene la traccién
hasta que se obtenga la cantidad de sangre necesaria. Una traccion del
émbolo demasiado vigorosa vaciara rapidamente la vena provocando un
colapso alrededor de la punta de la aguja, obstruyendola. Al obtener la sangre

necesaria se retira la aguja presionando ligeramente la piel en el punto de
insercion.

Si se utiliza una jeringa para cada animal, la muestra se puede dejar en la
jeringa con su debida etiqueta. Si la muestra se va a vaciar en un tubo de
ensaye, se debe quitar la aguja y vaciar el contenido de |a jeringa lentamente y
pegando la punta de la jeringa a la pared del tubo, que debera estar inclinado
(imagen 3), para evitar hemdlisis.

Imagen 3. Vaciado de sangre al tubo
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Otra opcién, pero menos aséptica, es puncionar la vena con la aguja sola (sin
jeringa), y al momento en que sale la sangre recibirla directamente en el tubo.

El tubo vacoutainer permite la toma de muestras de forma mas répida y
aséptica. Consta de tres partes: un soporte (imagen 4), en el cual se introduce
la aguja conductora que penetra al tubo, y el tubo por el lado opuesto; una
aguja que contiene dos partes, una que entra al vaso sanguineo y otra que
esta protegida por una funda de hule delgado que se insertara en el tubo
(imagen 5); y el tubo (imagen 6), que se encuentra al vacio.

Imagen 4. Soporte del tubo sobre la Imagen 5. Aguja del vacoutainer (la Imagen 6. Introduccion del tubo al
aguja. parte de la aguja cubierta por el tapon soporte

azul entra a la vena, y la parte cubierta

por el tapén transparente al tubo).

Realizar la puncion venosa con el vacoutainer; cuando se haya introducido la
aguja, debe empujarse el tubo hacia delante con la palma de la mano, para que la
parte posterior de la aguja lo penetre, esto se realiza apoyandose con los dedos
indice y medio en la base del soporte (imagen 7 ). Si la aguja se encuentra en la
vena la sangre fluira hacia el tubo debido al vacio que hay en éste (imagen 8); si
no es asi, se dirige la aguja hacia un sitio mas profundo o mas superficial, con
movimientos suaves, para situarse en la luz del vaso.

Imagen 7. Penetracién de la aguja al tubo. Imagen 8. Fluido de sangre hacia el
tubo con vacio.

5. Al obtener la sangre necesaria se retira la aguja presionando ligeramente la
piel en el sitio de puncion.

6. Se etiqueta la muestra con los datos de identificacién de animal.

Se deja la muestra de forma inclinada a temperatura ambiente evitando los
rayos solares.
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8. Una vez coagulada la muestra se retira el coagulo para dejar unicamente el
suero y dependiendo del tiempo que debera transcurrir entre la toma de la
muestra y su procesamiento en laboratorio, se mantendra en refrigeracién o
congelacion.

BOVINOS

1. Para realizar la sujecion del animal se utiliza preferentemente la manga de
manejo, lo que facilita la toma de la muestra. De ser necesario se puede usar
el narigoén.

2. La puncién se realiza en la vena yugular o en la coccigea. Para la toma de
muestra de la coccigea se levanta la cola del animal y se lleva a cabo la
asepsia de la zona donde se va a tomar la muestra, con algodén y alcohol (o
cualquier otro antiséptico) para evitar la contaminacion de la muestra (imagen
9). Dejar secar antes de introducir la aguja. Para la puncién de yugular se trata
estirar la cabeza del animal hacia un lado para evidenciar la vena y se presiona
con los dedos medio e indice en su salida del térax (imagen 10). La
compresion de la vena yugular utilizando una cuerda alrededor del cuello
incrementa la presion de la vena lo que facilita la toma de muestras en el
ganado vacuno.

Imagen 9. Asepsia para la puncién Imagen 10. Asepsia de cuello
de vena coccigea

3. Puncionar en el sitio de eleccion para la toma de la muestra (imagen 11y 12).

Imagen 11. Toma de sangre de |a vena Imagen 12. Sangre tomada de yugular
yugular fluyendo hacia el tubo.




4. Realizar los pasos 5 al 8 del manejo general.
CERDOS

Se sujeta el animal de acuerdo al tamario de la siguiente forma: en cerdos
adultos se utiliza el torcedor de trompas (imagen 13), el cual se coloca en la
trompa por detras de los colmillos del animal y se jala para inmovilizar al
cerdo. Los cerdos jovenes se sujetan colocandolos en decubito dorsal (imagen
14).

Imagen 13. Sujecion del cerdo aduito. Imagen 14. Sujecion del lechén.

La muestra se extrae de la vena yugular del lado derecho (imagen 15 y 16).
También se puede obtener la muestra de la vena auricular (imagen 17). Se
realiza la asepsia de la zona preferentemente con una solucién que contenga
dos partes de acetona por una de xilol, lo que hace mas evidente la vena.

La muestra se puede tomar como ya se mencioné arriba, con jeringa o
vacoutainer y se sigue el mismo procedimiento general. Para la toma de
muestra en cerdo adulto se va a extraer la muestra con jeringa, y en el lechén
con vacoutainer.

Imagen 15. Obtencién de sangre  Imagen 16. Obtencién de sangre Imagen 17. Obtencién de sangre de
de la vena yugular de un cerdo de la vena yugular de un cerdo la vena auricular de un cerdo adulto
adulto. joven,

AVES

La toma de muestra de sangre en las aves se realiza de acuerdo al tamafio del
ave. Siendo como sigue:
En pollitos de 1 a 28 dias por decapitacion.
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En pollos de 4 semanas o mas de vena axial (obteniendo de 3 a 10 ml, con
aguja de 20-21). También se puede obtener por medio de una lanceta en la
vena axial.

2. Para obtener sangre de la vena axial, se sujeta al ave para inmovilizarla, y se
estira el ala para localizar la vena.

3. Se quitan las plumas que no permitan acceder a la vena (imagen 18).

Imagen 18. Ala desprovista de plumas

4. Cuando se requieren cantidades pequefias de sangre para pruebas como IH,
se punciona la vena con una lanceta estéril y se toma la muestra impregnando
de sangre por lo menos la mitad de una tira de papel filtro de 5cm.X 1cm.,
cuidando de dejar seco uno de los extremos del papel (1cm) para la
identificacion de la muestra (imagen 19).

Imagen 19. Toma de muestra con papel filtro.

5. Si se requiere una cantidad mayor de muestra, se utiliza una jeringa para
extraer la sangre de la misma vena (imagen 20 y 21).
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Imagen 20. Tma de muestra con jeringa.

Imagen 21. Sangre fluyendo hacia la
jeringa.

Resumen de la técnica

Sujecién del animal a muestrear

4
Asepsia de la zona a punsionar
74 S
Introduccién de la aguja(jeringa) Introduccién de aguja vacoutainer
4 4
Vaciado de sangre al tubo Obtencién del suero

U

Obtencion del suero
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2. GRUPOS SANGUINEOS EN HUMANOS Y EN ANIMALES DOMESTICOS

INTRODUCCION

¢ Sistema ABQ

En 1900 Landsteiner definié los principales isoantigenos (aloantigenos) de
globulos rojos en humanos, determind la existencia en los globulos rojos de dos
determinantes antigénicos que llamé A y B.

Los individuos que poseian el determinante A eran grupos de sangre A, y ios que
poseian el determinante B del grupo sanguineo B. Otros tenfan glébulos rojos que
no aglutinaban con ninguno de los sueros y se llamaron C. Mas tarde se
comprobd que el grupo C, ahora conocido como O, no expresaba un antigeno
Unico.

Se establecié que los individuos tienen anticuerpos naturales dirigidos contra
determinantes antigénicos que no existen en sus propios eritrocitos. Por lo que,
individuos con sangre de grupo A poseen anticuerpos anti-B y viceversa: mientras
que los individuos del grupo sanguineo O tienen anticuerpos de los dos tipos,
anti-A y anti-B.

Posteriormente estudiantes de Landsteiner descubrieron ofro grupo que tenia
antigenos A y B sin anticuerpos, que ahora se conocen como tipo AB.

El sistema ABO posee dos rasgos caracteristicos tnicos que no se encuentran en
ningun otro sistema de grupos sanguineos:

1) La presencia de aglutininas fuertemente reactivas en el suero de los que
carecen de los antigenos correspondientes.

2) La presencia regular de antigenos ABH en muchas células histicas y de
sustancias ABH en [as secresiones de los secretores.

- Grupo genético de antigenos ABO

Los antigenos del grupo sanguineo son glicoproteinas y glicolipidos, y su potencial
antigénico guarda relacién con las porciones carbohidrato.

Estos antigenos tienen importancia evidente para |as transfusiones, por lo que la
administracion de células sanguineas que tienen antigenos A o B a una persona
con anticuerpos (aglutininas) naturales anti-A o anti-B puede originar una reaccion
de transfusion que ponga en peligro la vida. En estas reacciones también puede
intervenir gran namero de otros antigenos del grupo sanguineo.

La presencia de anticuerpos anti-A o anti-B en el suero puede provocar
enfermedad hemolitica del recién nacido, esto debido a que
los anticuerpos 1gG maternos cruzan la placenta y se fijan a los eritrocitos fetales,
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provocando su hemdlisis. La enfermedad hemolitica provocada por ABO suele ser
mas leve que la desencadenada por incompatibilidad Rh.

Los antigenos de los hematies son estructuras quimicas que proporcionan
propiedades especificas a su superficie y que hasta ahora sélo pueden detectarse
por la reactividad de los hematies con anticuerpos que corresponden a estos
antigenos. La mayoria de estas reacciones Ag-Ac implican la aglutinacion de los
hematies, por eso los anticuerpos se suelen denominar hemaglutininas y los
antigenos hemaglutinégenos.

Landsteiner descubri6 la aglutinacion que se producia al mezclar los giobulos rojos
de un sujeto con los de ofro, observd también que solamente se necesitaban dos
antigenos para explicar los cuatros grupos sangufneos: el primero tenia un
antigeno (A}, el segundo tenia el otro (B), el tercero tenia los dos {(AB), y el cuarto
no tenia ningln antigeno (O) (cuadro 1).

Cuadro 1. Grupos sanguineos en humanos
Fenotipo det Genotipo  Antigenos en  Anticuerpos en Distribucion en-

grupo el-ernitrocito ¢l suero %
sanguinco _ _ _
A AA. AQ A Anti-B 42
B8 8B, BO A Anti-A 10
0O 00 NiA, niB Tanto anti-A, 45
como anti-B
AB AB Tanto A como B Ni anti-A, ni 3
anti-B

Por lo tanto en el mismo sujeto no puede coexistir el antigeno y el anticuerpo
correspondiente, lo que se llama “Regla de Landsteiner’, la coexistencia del
antigeno (Ag) y del anticuerpo {Ac) comin o correspondiente seria incompatible
con la vida, ya que la reaccién seroldgica tenderia a destruir los glébulos rojos del
individuo (cuadro 2).

Existen en el comercio sueros tipificantes perfectamente estandarizados tanto anti-
A, como anti-B y anti-AB, es recomendabile utilizar al realizar las pruebas e! suero
anti-AB especialmente para detectar las variantes débiles de los grupos A y B, asi
mismo sirve para identificar el grupo O. Estas pruebas pueden realizarse tanto en
placa como en tubo, siendo esta Ultima la méas sensible.

Mediante el empleo de anticuerpos adecuados, se pueden identificar antigenos en
los glébulos rojos, y los propios gldbulos constituyen el indicador de la
combinacion Ag-Ac, esta combinacién Ag-Ac puede producirse de varias maneras
segun las condiciones del experimento o de la prueba, la misma reaccion Ag-Ac
puede manifestarse de diversas maneras. En general se prefiere como punto final
de aglutinacion.
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Cuadro 2. Posibles combinaciones genotipicas y su fenotipo entre hijos de padres con distintos
_grupos sanguineos del sistema ABO.

GRUPO DE LA MADRE
A B AB 0

AA AQ BB BO AB 00
G AA | AA | AA | AA | AO NABNINARNNARYY AO | AA NARY AO | AQ
o AA | AA | AA [A0 NARNNBRN AA NARY AO | AO
p | A AA [AA [ AA | N AA
o AQ | | AO

N N E:\ ‘
e N
E N
L | B
P [ AB
A
D
R
E

Grupo sanguineo A

Grupo sanguineo AB ;\\\\\\\3

Grupo sanguineo B
Grupo sanguineo O

* Factor Rh

El sistema Rh es el segundo isoantigeno de glébulos rojos que tienen importancia
en medicina clinica. El factor Rh descrito por Landsteiner y Wiener en 1940, es un
antigeno que existe en 85% de todos los eritrocitos humanos, y en los del mono
Rhesus. Este antigeno comun fue descubierto por estudios de hemaglutinacion
con gidbulos rojos humanos frente a sueros preparados en conejos contra
eritrocitos de mono Rhesus. No se conocen anticuerpos naturales contra el
antigeno Rh.

El sistema Rhesus esta constituido por unos 40 antigenos distintos, cinco de los
cuales revisten una importancia especial.

La terminologia de Fisher-Race se basa en la suposicién de que se heredan de
cada progenitor tres genes situados en un loci muy préximos. Los alelos mas
comunes que pueden ocupar dichos loci se signan con los simbolos Dy d, C v ¢,
E y e. Cada gen (con excepcidn de d) codifican un antigeno especifico, que puede
ser detectado en la membrana de hematies. La presencia o ausencia del antigeno
D es la que determina si un individuo es Rh positivo o negativo.

El factor Rh es un aglutinégeno presente en los giébulos rojos de la mayoria de los
individuos, su importancia radica en que cuando un individuo no posee este
aglutinogeno si son inyectados glébulos rojos gue lo contienen, reacciona frente a
esta sustancia extrafa para €l, formando anticuerpos capaces de reaccionar con
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los giobulos rojos que contienen este factor lisdndolos y aglutindndolos, debido a
que este fendmeno ocurre tanto in vifro como in vivo puede dar como
consecuencia una severa reaccion postransfusional aun con desenlace fatal, ast
mismo puede presentarse este fendmeno en mujeres que carecen del factor Rh y
que al concebir un hijo que ha heredado el factor Rh del padre reacciona frente al
factor Rh dei hijo formando anticuerpos que van a reaccionar con ios gidbulos
rojos del hijo destruyéndolos y dando lugar a un fendmeno de eritroblastosis fetal.

« Variable débil del antigeno d (DY)

La variante DY, es una variante débil, poco frecuente entre los individuos
caucasoides pero comun entre los individuos de raza negra {22%). Los hematies
DY generalmente dan reacciones débiles o negativas con el anti-D, siendo
generalmente detectados gracias a la prueba indirecta de la antiglobulina (prueba
DY). Los hematies D" pueden ser clasificados en tres categorias.

- D" adquirido
- DYvariante
- DY hereditario

Variante D". El antigeno d presenta una estructura que consta como minimo de
cuatro partes. Si faltan una o mas partes del antigeno, este puede tener una
expresion débil. Un individuo con la variedad D" puede producir aloanticuerpos
contra la parte de! antigeno d que le falta. Por esta razén los individuos que
pertenecen a dicha variante deben ser transfundidos con sangre Rh negativo. Los
centros de transfusion sanguinea efectian la prueba para el factor Du a todos sus
donantes Rh negativos, ya que la sangre D" inyectada a un receptor Rh negativo
puede producir en este Ultimo una sensibilizacién al antigeno D.

* Grupos sanguineos en animales domésticos

La complejidad de los sistemas de grupos sanguineos eritrociticos en animales
varia mucho. Van desde los sistemas simples, como el L de los bovinos, que
consisten en dos alelos que controlan un sistema aloantigénico Unico, hasta el
sistema B, que es muy complejo ya que contiene varios cientos de alelos o
fenogrupos que, junto con los ofros grupos sanguineos del ganado vacuno,
pueden producir millones de combinaciones de grupos sanguineos Unicos.

Gran parte de los antigenos de grupos sanguingos son componentes que integran
la membrana celular, existen otros que son moléculas solubles que se encuentran
libres en el suero, la saliva y otros liquidos corporales. Ejemplo de estos son ios
antigenos J de bovinos, los antigenos R de ovejas, los antigenos Ay O de cerdos
y los antigenos Tr de perros.

La determinacion de la compatibilidad de los grupos sanguineos no se realiza
sistematicamente en animales, solo en equinos, aunque repetidas transfusiones
de un mismo donante pueden provocar shock anafilactico.
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Bovinos
En esta especie existen 11 sistemas de grupos sanguineos: A, B, C, F, J, L, M, S,
T, Zy R, de tos cuales B y J son 10s mas comunes.
Debido a su complejidad es imposible obtener sangre bovina de un animal
donador que sea absolutamente idéntica a la del receptor, por lo que se ha
sugeridoc que existen suficientes combinaciones antigénicas diferentes para

proporcionar un caracter identificador Unico para cada bovino, por lo gque
proporciona un metodo ideal para la identificacidn de animales de registro.

El antigeno J es un lipido que se encuentra libre en los liquidos corporales, por {o
que no se considera un antigeno verdadero.

Ovejas
Los grupos sanguineos de la ovejas se parecen a los de los bovinos. En esta
especie existen siete grupos: A, B, C, D, M, R y X. Al igual gue en los bovinos el
grupo B es el mas complejo y contiene por lo menos 52 alelos diferentes, y
también presentan un grupos de antigenos solubles, que es el R.
Los eritrocitos de ovejas se usan con frecuencia como herramienta en la
investigacién inmunolégica, debide a que son una fuente econdmica de antigenos.

Cerdos
Se han identificado 15 sistemas de grupos sanguineos, van desde la A hasta la O,
de los cuales el mas importante es el A. Este sistema contiene dos factores, Ay
0. Su expresién se controla por un gen llamado S (secretor). Las sustancias Ay O
son antigenos solubles que se encuentran en suero.

Caballos

En esta especie existen siete sistemas de grupos sanguineos. A, C, D, K, P, Qy
U. La mayor importancia clinica de los grupos sanguineos de los equinos se debe
a que la enfermedad hemolitica en el potrillo recién nacido es frecuente. En las
mulas, cuyas diferencias antigénicas entre madre y padre son grandes, cerca de 8
a 10% de los productos pueden estar afectados. En los pura sangre, la frecuencia
de aparicion es menor y va de 0.05 al 2% de los potrillos. Por {os que a pesar de
gue hasta en el 14% de las gestaciones, la yegua y el semental son incompatibles,
algunos potrillos pueden resultar afectados de manera subclinica.

Perros
En esta especie existen por lo menos 11 sistemas de grupos sanguineos: A, TR,
B,C, D F, J, K L MyN. Solamente &l sistema A es de importancia clinica. Cerca
del 80% de los perros son A positivos.
Rara vez se observa un sindrome de anemia hemolitica neonatal en cachorros
lactantes de una perra A negativa con isoaglutininas anti-A. los isoanticuerpaos son
transmitidos al cachorro en forma oral a través del calostro. Si los cachorros son A
negativos no se produce dafo.

Gatos
Solo se ha publicado un grupo sanguinec de importancia en esta especie, el
sistema AB. Los gatos pueden ser A, B o AB. Cerca del 75 al 85% de los gatos
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son A positivos, entre 5 y 25% son B positivos y menos del 1% son AB. Es
esencial realizar pruebas cruzadas antes de alguna transfusién, ya que si son
incompatibles se provoca la muerte.

Pollos
Los pollos tienen por fo menos 12 grupos sanguinecs con alelos multiples. El
sistema B es el més importante de los sistemas de histocompatibilidad.

* Prueba cruzada

Las reacciones de incompatibilidad sanguinea se producen cuando los eritrocitos
con un aglutinégeno asociado se introducen en el sistema vascular del animal
receptor, cuyo suero contiene aglutininas antagdnicas especificas.

En los animales es comin que las agiutininas o estén presentes a muy bajas
concentraciones o falten totalmente, por lo que es improbable que la primera
transfusion sanguinea, excepto en el caballo, provoque una severa reaccion
intravascular.

Para evitar la posibilidad de provocar reacciones de aglutinacién o hemdlisis,
puede realizarse una prueba de compatibilidad mezciando suero del receptor con
células del donante. Se mezclan dos gotas de sangre del donante con una
solucion de citrato al 3.85 y se afiaden dos gotas de suero del receptor sobre un
portaobjetos, agitando suavemente.Si los eritrocitos del donador son lisados o
aglutinados por el suero del receptor no se debe realizar la transfusion con estos
eritrocitos.

Otra alternativa es inyectar una pequefia cantidad de sangre (200 ml en una vaca
adulta) y esperar 10 minutos. Si no se produce reaccién en ese tiempo, el resto de
la sangre puede inyectarse sin riesgo.

* Enfermedad hemolitica del recién nacido (MHDN)

Las hembras pueden sensibilizarse a los eritrocitos alogénicos no sélo por
transfusiones de sangre incompatible administradas por razones clinicas, sino por
fuga de eritrocitos fetales hacia la corriente sanguinea materna a través de la
placenta. En los animales sensibilizados por una de estas vias, los anticuerpos
para los eritrocitos alogénicos se encuentran en el calostro. Cuando los ingiere un
animal recién nacido, esos anticuerpos del calostro se absorben a través de la
pared intestinal y llegan a la circulacion. Si los anticuerpos reaccionan contra los
antigenos presentes en los eritrocitos del animal recién nacido, se destruiran. La
enfermedad originada por esta destruccién eritrocitaria masiva aparece en muchas
de las especies de animales domésticos.
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DESARROLLO DE LA PRACTICA

2.1 _Determinacion del sistema ABO por la técnica de Beth-Vicent {técnica en

placa)

MATERIAL

- Placa excavada
- Palilios

- Lancsta

- Pipetas Pasteur
- Suero anti-A

- Suero anti-B

- Suero anti-AB

METODO

1. Obtener sangre de un integrante del equipo por medio de una puncién en el
dedo con la lanceta, colocando una gota de suero en cada uno de los pozos de
la placa excavada.

2. A cada una de las gotas de sangre agregar una gota de suero anti-A, una gota
de suero anti-B y una gota de suero anti-AB respectivamente, evitando que se
mezclen entre si.

3. Cada una de las muestras se mezcla con palillos diferentes.

4. Observar si hay aglutinacion. No debe colocarse la placa cerca de una fuente
luminosa ya que el calentamiento puede dispersar o debilitar la aglutinacién,
Las reacciones de aglutinacion se producen en pocos segundos, el tiempo
maximo para llevar a cabo la lectura de la reaccion es de tres minutos.

Resumen de la técnica

Puncion del dedo

4
3 gotas de sangre en |a placa
74 4 N
gota sangre gota sangre gota sangre
+ + +

gota suercantiA  gota suero anti B gota suero anti A

3

Observacién
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INTERPRETACION DE RESULTADOQOS

De acuerdo al cuadro 3 se determinara el grupo sanguineo al que pertenece la
sangre empleada.

Cuadro 3. Interpretacién de resultados del sistema ABO

El tipo de sangre A, tiene en su superficie el determinante antigénico A por lo
que aglutina con el suero anti-A.

El tipo de sangre B, tiene en su superficie el determinante antigénico B por lo
que aglutina con el suero anti-B

El tipo de sangre AB, tiene en su superficie el determinante antigénico A y el
determinante antigénico B, por lo que aglutina con el suero anti-A, el suero
anti-B y el suero anti-AB.

El tipo de sangre O, no tienen en su superficie el determinante antigénico A ni
el B, por lo gue no aglutina con ningln antisuero.

eterminacion del factor Rh
MATERIAL

Suero anti-Rh
Pipetas Pasteur
Portacbjetos
Palillos

Lanceta

METODO

En un portaobjeto limpio se coloca con una pipeta, una gota de suero anti-Rh.

Obtener sangre de un integrante del equipo por medio de una punciéon en el
dedo con la lanceta.

Se anade una gota de sangre a la gota de antisuero. Mezclar con un palillo.

Esperar algunos segundos, maximo 3 minutos para observar alguna reaccién
de aglutinacién. No debe colocarse el portaobjetos cerca de una fuente
lumincsa ya que el calentamiento puede dispersar o debilitar la aglutinacion.
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Resumen de la técnica

Puncién del dedo
4
gota de sangre en la placa
+
gota suero anti Rh

4

Observacioén

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Si se observa una reaccion de aglutinacion, indica que la sangre en estudio es
Rh positivo, o sea, que contiene el antigeno Rh.

La falta de aglutinacion indica que la sangre problema es Rh negativa, no
contiene el antigeno Rh.
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3. DILUCIONES
INTRODUCCION

Las soluciones son mezcias entre distintas sustancias o componentes que se
pueden encontrar a concentraciones diferentes segln el tipo de solucion. El
componente de una solucibn que se encuentra en la mayor cantidad,
generalmente se llama disolvente y es ef que indica el estado de !a solucion; y los
otros componentes se llaman solutos.

El agua es el disolvente mas importante de la naturaleza, siendo ia que contiene
mayor cantidad de sustancias sélidas, liquidas y gaseosas disueltas. La
solubilidad de los gases disminuye vy {8 de los sblidos aumenta a medida que se
eleva la temperatura del agua.

Para una solucion determinada, la cantidad de soiuto disuelto en una cantidad
dada de disolvente, es la concentracion del soluto. Las soluciones que contienen
una concentracion relativamente alta de soluto, se llaman soluciones
concentradas. Cuando las concentraciones del solutc es baja, se laman
soluciones diluidas.

Existen muchos tipos de soluciones; de acuerdo a la forma de expresar la cantidad
de soluto en el solvente, la solucién puede ser:

a) Proporcional (dilucién).
b) De parte por milién,

c) Porcentual.

d) Molar.

e} Molal.

fy Normal.

g) Equivalente.

Elaboracion de diluciones

Una expresion de dilucion nos indica siempre una parte de un "principio activo
cualquiera”, contenida en un total de partes. Se puede decir que es una expresion
de proporciones. Asi por ejemplo:

Ejemplo .- una dilucién 1:4 de suero en solucién salina nos indica:

1 parte de suero (soluto)
3 partes de soiucién salina (diluyente)
34

4 partes en {otal
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Ejemplo .- una dilucién 1:250 de cuatemario de amonio en agua se  necesita:

1 parte de cuaternaric de amonio (soluto)
2439 partes de agua (diluyente)
g

250 partes en total

Como se observa en los gjemplos, la forma correcta de expresar la dilucion
consiste en decir en que est4, o en que diluyente se realizara la dilucién (solucion
salina, agua, efc.)

La expresion indica proporcion solamente por parte, sin importar el volumen
{cuadro 4).

Cuadro 4. Ejemplo proporcién en la dilucién 1:4

Proporcién Volimenes
Soluto 1 parte 2ml 4 mi 11 0.25 mi 1.2ml
Diluyente 3 partes B mi 12 mil 31 0.75 ml 3.6 mi
Total 4 partes 8 mi 16 mi 41 1.0 mi 48 ml

E! término “realizar una dilucién” se aplica generalmente cuando el "principio
activo cualquiera" se encuentra disperso homogéneamente en un diluyente (es
decir, se encuentra en solucion y su presentacion figsica es un liquido) y se
requiere que la concentracion sea disminuida debido a que ia cantidad requerida
sea pequefia y dificil o casi imposible emplear ias balanzas para pesarias o que se
encuentre en la naturaleza o comerciaimente como una solucién (ejemplo: suero
sanguineo, aicohol ¢ acido sulfurico).

La concentracién puede ser disminuida cuantas veces sea necesario {"n"); y para
ello podemos utilizar "n" tipos de diluciones.

Ejemplo.- realizar una dilucion doble de acido clorhidrico en agua, en un volumen de 25
mk.

Dilucion doble: 1:2

acido clorhidrico + agua — dilucion doble
1 parte 2 partes
=
]
. ./
12.5 m| 12.5ml 25 m
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Ejemplo.- realizar una dilucion quintuple de acido clorhidrico en agua, en un volumen de

25 ml.
Dilucién quintuple: 1:5

1 parte de &cido clorhidrico = 5 m

4 partes de agua =20 mi
5 partes en total =25.0ml

Ejemplo.- realizar una dilucién 1:250 de acido clorhidrico en agua, en un volumen de 25

ml.
Dilucién: 1: 250

1 parte de acido clorhidrico = 0.1 ml
249 partes en agua =249 mi
250 partes en total = 25.0ml

Para obtener el volumen de una parte de la dilucion (factor de dilucién), bastara
dividir el volumen deseado entre las partes de la dilucion.

Factor de dilucién = volumen final
numero de partes de Ja dilucién

Posteriormente se multiplicara el valor de una parte por el nimero de partes que ocupa el
diluyente, como se sefiala en el siguiente ejemplo:
Ejemplo.- Dilucién doble: 1: 2

1parte = 25ml = 125 ml
2

Para reacciones serolégicas es frecuente utilizar diluciones seriadas; estas son
dobles, triples, cuadruples, logaritmicas decimales, etc.

Las diluciones logaritmicas decimales corresponden a diluciones décuples pero se
expresa generaimente en forma logaritmica decimal utilizando la base 10 de la
siguiente manera:

1:10 = 10"

1:100 = 107°

1:1000 = 10°
Ejemplo.- realizar una dilucién doble seriada en 3 pasos (cuadro 5), partiendo de una
dilucién de 1 : 5.
Cuadro 5. Ejemplo de dilucién doble seriada en 3 pasos
Dilucion original Dilucién doble seriada

1 2 3

1:5 1210 1:20 1:40
X2 X2 X2 Factor de dilucién

La “X” indica el tipo de dilucién. Ejem. Dilucién quintuple: X5, dilucién doble: X2,
etc.
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Ejemplo.- realizar una dilucién quintuple seriada en 4 pasos (cuadro 6), partiendo de una
dilucionde 1:5

Cuadro 6. Ejemplo de dilucién quintuple seriada en 4 pasos ‘

Dilucion original Dilucién doble seriada
1 2 3 4
1:5 1:25 1:125 1:625 1:1325
X5 X5 X5 X5 Factor de
diluciéon

Como se mencioné anteriormente, la dilucién indica una proporcién sin importar el
volumen en que se encuentre. Para demostrar lo anterior y sefalar al mismo
tiempo los pasos de la elaboracion de diluciones seriadas, a continuacion se
ejemplifica el ejemplo de dilucién doble seriada en 3 pasos (cuadro 7), partiendo
de una dilucion de 1 : 5, con un volumen final de 2.5 ml.

Cuadro 7. Ejemplo de dilucion doble seriada en 3 pasos (en proporcion).

Dilucion original Dilucién doble seriada
1 2 3
Solucion del principio 1mi
activo
Diluyente 4 mi 25ml 2.5mi 2.5mi
Volumen de 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml
transferencia
Dilucién lograda 1:5 1:10 1:20 1:40
Volumen final 2.5ml 2.5ml 2.5mil 2.5mi
Dilucién original Dilucién doble seriada
Suero 1mi
Solucion salina 4ml 25mi 25ml 25ml
Vol. de transferencia 25ml 2.5mi 25mil 2.5ml
-
v
Volumen final 25mi 2.5mi 25mi 25ml
Dilucién lograda 1:5 1:10 1:20 1:40

El principio activo o soluto, siempre que se encuentre en solucion, estara
expresado en unidades de peso o en unidades internacionales y como se explicd
anteriormente, las diluciones serviran para disminuir la concentracion.
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Ejemplo. Una solucion contiene 1 mg de principio activo en cada mililitro y se realiza una
dilucién de 1 : 5, ¢ gué concentracién final tiene en 1 mi?

RAZONAMIENTO: si la dilucién indica proporciones, entonces 1: 5

1 parte de solucién

4 partes de diluyentes
5 partes en total

la dilucién indica dividir la concentracién original entre el nimero total de partes,

.
ast:
.

img =0.2 mgen 1ml

Smi (partes en fotal)
COMPROBACION
A) 1m! conteniendo 1 mg

+4 mi diluyente
Sml 1:5

1mg =0.2 mgen 1m!
5 mi (partes en tofal)

B) 0.5ml conteniendo 0.5 mg
+2.0 ml diluyente
5 mi 1:5

1mg =0.2 mg en 1m!
2.5 ml (partes en fotal)

DESARROLLOQ DE LA PRACTICA
MATERIAL

- Tubos de ensaye

- Azul de metileno concentrado
- Solucién salina fisiolégica

- Pipetas de 10 mi

- Gradillas
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2. Colocar 5 tubos de ensaye en la gradilla y numerarlos.
3. A cada tubo de ensaye poner 8 ml de solucién salina con la pipeta.

4. Al tubo nimero 1 se le agrega 2 de azul de metileno y se mezcla , este va a
corresponder a la dilucién original, 1:5.

5. Del tubo no. 1 se toma con la pipeta 2 ml de la solucién y se coloca en el

tubo no. 2 y se mezcla; asi posteriormente hasta el tubo no. 5.

6. Al tubo no. 5 que corresponde a la dilucion 1:3125, se le extrae 2 ml para
lograr el volumen final de 8 ml.

Resumen de la técnica (cuadro 8, imagen 22)

Cuadro 8. Resumen de la técnica de diluciones

Dilucién DILUCION QUINTUPLE SERIADA
original
2 3 4
Azul de|2 mi
metileno
Solucién 8 mi 8 ml 8 mi 8ml 8 mi
salina
Volumen de|2 ml 2 ml 2mi 2 mi 2 mi
transferencia
Dilucion 1:5 1:25 1:125 1:625 1:3125
lograda
Volumen 8 ml 8 mi 8 mi 8 ml 8 ml
final
TUBO 3
z mi 2 mi 2 il
8 ml 8ml 8 mi 8 ml
DILUCION: 5 ‘l:ﬂ 1:125 1425 1:3125

Imagen 22. Técnica de diluciones.
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INTERPRETACION DE LAS DILUCIONES

Como sabemos, en las pruebas serologicas es comin la realizacion de diluciones
seriadas para disminuir fa concentracién de anticuerpos en un suero determinado,
con esto la reaccién en distintas pruebas tales como, aglutinacidn, precipitacion,
fijacion de complemento entre ofras, sera evidente en los animales cuyos sueros
tengan mayor titulo de anticuerpos. Esto nos pemmite cuantificar los titulos y
determinar la positividad o negatividad de los animales en cuestion.
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En el cuadro 10 se muestran algunas pruebas diagndstica y la sensibilidad y
especificidad que presentan.

Cuadro 10. Sensibilidad y especificidad de algunas pruebas diagnésticas

Prueba Sensibilidad (%) | Especificidad (%)

Prueba de tarieta para brucelosis 95 98

Prueba de anillo en leche para Brucella aborfus 80 56
Fijacion del complemento para Brucelfa abortus g7 99

ELISA para Brucelia abortus 096 89

Cultivo fecal para la presencia de 40 100
Mycobactenum paratuberculosis

Prueba intradérmica de Johnina 54 79
Inmunodifusion en agar para M. 65 56
paratubsrculosis

» Factores a considerar en una prueba inmunolégica

a) Antigeno

Cuando se va a realizar una prueba de diagnéstico se debe determinar qué
antigeno del microcrganismo o parésito es el que se desea detectar. Debido a
que, por ejemplo, en el estado evolutivo de algunos parasitos, conforme atraviesa
por diferentes etapas larvarias y hasta llegar a adultos, se van modificando sus
antigenos tanto sométicos como de excreciones y secreciones. En el caso de
bacterias u otros microorganismos, algunas veces las cepas patogenas tienen
antigenos de virutencia de los cuales carecen las cepas no patégenas.

b) Patogenia y respuesta inmune

Se debe tomar en cuenta si la respuesta inmune que desencadena determinado
microorganismo es celular o humoral para poder establecer el tipo de prueba a
realizar. Por ejemplo, en el caso de algunos parasitos intracelutares que estimulan
una respuesta de inmunidad celular, como la leishmania, ademas de una prueba
seroldgica es recomendable seleccionar una prueba que detecte inmunidad
celular, como Ia intradermorreaccién para observar una respuesta de
hipersensibilidad retardada.

¢) Suero

Cuando un animal recibe un estimulo antigénico por un egente infeccioso, en
algunas horas se reclutan células plasméticas producen anticuerpos especificos
que empiezan a circular. Lentamente se incrementa el nivel de anticuerpos en el
plasma hasta que, dependiendo de la sensibilidad de la prueba serologica, pueden
llegar a ser detectados. La primera inmunoglobulina que aparece es la IgM,
seguida de la 1gG, y cada una tiene propiedades que la diferencian,

Ademas de los factores anteriores se deben tomar en cuenta las siguientes

particularidades para elegir la prusba a utilizar y tener menos probabilidad de
efrores:

- Silos animales han sido vacunados.
- Utilizacion de sueros pareados, debido a que la presencia de anticuerpos para
un determinado microorganismo en una Unica muestra de suero tiene poca
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importancia diagnéstica. Por io que solo 2 muestras por [o mengos, tomadas con
una diferencia cronoidgica de 3 semanas, y que presenten por lo menos 4
veces de aumento en el titulo hacen més certero ! diagndstico.

- Muestra representativa de la poblacién a evaluar.

- Utilizar pequefias cantidades de suero y de antigeno

- Ser lo suficientemente sensible para detectar niveles bajos de anticuerpos y
debe ser especifica para los anticuerpos que se buscan.

- Laprueba debe ser estandarizada y validada en relacién con la especie animal
con que se esté trabajando, ya que los animales no se comportan igua! en
cada una de las pruebas inmunoldgicas.

- Debe ser reproducibie. Se deben obtener los mismos resultados en pruebas
repetidas de la misma muestra y por diferentes laboratorios.

- Ser sencilla para aprenderia y llevarla a cabo.

- No debe ser afectada por factores inespecificos. E! suero y distintos liquidos
del organismo contienen  aglutininas, sustancias  neutralizantes,
anticomplementarias o toxicas que causan falsos resuitados.

- El equipo y los reactivos que se empleen deben ser de facil adquisicion,
econémicos y de larga duracion.

- Los antigenos que se utilicen en la prueba deben estar inactivados y no
representar un riesgo para el personal.

= Tipo de reacciones durante el diagnéstico

Las reacciones del antigeno con el anticuerpo que son Utiles para el diagnéstico,
se han dividido en varios tipos:

a. Reacciones primarias. Son las reacciones en las cuales se une el antigeno al
anticuerpo, y como no son visibles a simple vista, se usan métodos indirectos
en los que el antigeno o el anticuerpo se marca, puede ser con enzimas
(pruebas de ELISA), con sustancias opacas al microscopio electrénico {como
la ferritina), con flucrocromos (Inmunofluorescencia) y marcadores radiactivos
(RIA: Radioinmunoanalisis) entre otros.

b. Reacciones secundarias. Una vez que ocurre la reaccién primaria y si el
antigeno es polivalente, es decir, si tiene varios determinantes antigénicos,
conforme pasa el tiempo se observa una reaccidn notoria a simple vista. Si el
antigeno es soluble se observa precipitacion; si es particutado, se presenta
aglutinacién, o puede haber lisis de un sistema indicador, como son los
globulos rojos en la fijacion del complemento. Estas reacciones generaimente
tardan varias horas en desarrollarse y son la base de las pruebas in vitro.
Dentro de las reacciones secundarias probablemente podria incluirse la
respuesta que tienen |os linfocitos in vitro cuando sus receptores reconocen a
un antigeno y se producen diversas manifestaciones como son la multiplicacién
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de las células y la liberacidn de linfocinas o de citotoxicidad, las que pueden
usarse para el diagnodstico.

. Reacciones terciarias. Son reacciones que se manifiestan visiblemente,
generalmente de tipo inflamatorio. Estas ocurren cuando el reconocimiento del
antigeno por el anticuerpo o el linfocito sensibilizade ocurre in vivo. Se
denominan de hipersensibilidad y pueden ser de tipo temprano (I y Il) o de tipo
tardio (IV), segin el tiempo que tardan en aparecer, y son ia base de las
pruebas intradérmicas para el diagndstico.

Dentro de las pruebas de reacciones terciarias se encuentran las pruebas en
sistemas vivos, ejempios de este tipo de prueba son las de Neutralizacion y las
de Proteccién. Si un microorganismo o un antigeno desempefian actividades
bioidgicas, es posibie evaluar ios anticuerpos por su capacidad para neutralizar
tales actividades, tales como, hemdlisis de erifrocitos, lisis de células
nucleadas y enfermedad o muerte en los animales. Las reacciones de este tipo
estén sujetas a variaciones, ya que en un amplic intervalo de dosis tienden a
cambiar tanto en microorganismos como en antigenos. Por lo que los
resultados que se obtienen en una prueba Gnica de neutralizacién positiva o
negativa no suelen tener gran significado.

Pruebas de proteccién. Estas pruebas constituyen una forma de andlisis de
neutralizacion que se realiza totalmente in vivo. Es posible medir las
propiedades protectoras de un antisuero especifico, si se le administra en
diluciones crecientes a un grupo de animales de experimentacion, y estos se
inoculan después con una dosis estandar de microorganismos patogenos o de
toxinas. Las pruebas de proteccién dan una medida directa de la eficacia
terapéutica de un antisuero y presentan grandes variaciones experimentales,
por la diferencia en susceptibilidad a la infeccién y por otros factores. Para
obtener resultados (tiles es necesario tener cantidades relativamente
grandes de animales y estandarizar la inoculacion.
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4.1. PRUEBA DE ELISA
INTRODUCCION

La prueba de ELISA {ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas) estd
considerada como una prueba de union primaria, ya que se realiza combinando
antigenos, anticuerpos y un marcador enzimético para identificar y medir las
cantidades de complejos inmunitarios que se hayan formado. Otra caracteristica
de Ia prueba de ELISA y de otro tipo de pruebas de unién primaria, es que
permite detectar y cuantificar tanto anticuerpos como antigenos.

La técnica de ELISA presenta una alta sensibilidad y especificidad, por 10 que se
ha convertido en una prueba muy utilizada para obtener un diagnostico mas
confiable.

Para la realizacién de esta técnica se cuenta con productos comerciales que
poseen un elevado grado de fecnologia, ademas son confiables y constituyen un
ahorro considerable de tiempo y en ocasiones de dinero, ya que la utilizacion de
estos productos (kits) evitan la necesidad de elaborar antigenos, de establecer
técnicas (como cultivos celulares), de preparacidn de reactivos, etc. que requieren
de equipo, personal especializado, més tiempo y hasta de mayar costo algunas
vecss.

Debido a lo anterior muchas pruebas de diagnéstico que antes utilizaban otros
métodos se han convertido en pruebas de ELISA.

En ia prueba de ELISA el antigeno o anticuerpo primero se fija a un séporte inerte
y luego se hace reaccionar con el antigeno o anticuerpo correspondiente, que se
encuentra marcado con una enzima (conjugado); se lava el conjugado que no
reacciond y se mide la capacidad de hidrdlisis de la enzima sobre su
correspondiente sustrato.

El resultado final es el cambio de color del sustrato incoloro de la enzima, a un
producto coloreado, el cual se puede observar a simple vista o medirse con un
espectrofotémetro. La intensidad del color sera proporcional a la cantidad de
antiglobulinas ligada a la enzima que se haya captado, la cual , a su vez, seré
proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en el suero que se esta
analizando.

Las técnicas de ELISA pueden ser clasificadas como competitivas y no
competitivas, dependiendo de que el antigeno libre y el antigeno ligado a una
enzima o fijado a una fase sélida compita por un niimero limitado de sitios activos
de anticuerpos; o de que si al antigeno o anticuerpo a medir se le permite
reaccionar con un exceso de reactante inmune,
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A continuacién se hace mencion de algunas de las diversas técnicas de ELISA:

- En la prueba indirecta de ELISA para anticuerpos, se llenan huecos en placas
de poliestireno con una solucioén de antigeno. Los antigenos proteinicos se unen al
poliestireno, de tal manera que se pueda extraer el antigeno no unido realizando
un lavado enérgico, lo que permite que los hoyos de la placa permanezcan
cubiertos con el antigeno. De esta manera se conservan las placas y se pueden
utilizar hasta que se requiera.

Al realizar la prueba, el suero que se va a probar se coloca en la placa para que
los anticuerpos especificos del suero puedan unirse al antigeno que se encuentra
en la placa. Después se incuba, y se realiza un lavado para extraer el anticuerpo
no unido, la presencia de los anticuerpos que se unieron se puede detectar
agregando una antiglobulina quimicamente unida a una enzima. Este complejo se
une a los anticuerpos, se vuelve a incubar y a lavar y posteriormente se detecta y
se mide al agregar el sustrato para la enzima correspondiente. La enzima y el
sustrato se seleccionan de una manera que en cada tubo se produzca un producto
que tenga un cierto color (imagen 23). La intensidad del color sera proporcional a
la cantidad del reactivo utilizado y unidos.

Antigeno  Suero  Antiglobulina/ Sustrato Reaccion
enzima i

Imagen 23. Técnica de ELISA indirecta

- La prueba de captura, se utiliza para reconocer a un antigeno, por ejemplo
Rotavirus en heces de bovinos. En este caso el pozo se encuentra sensibilizado
con un anticuerpo contra el antigeno, se adiciona una muestra diluida de heces y
si se encuentra el Rotavirus lo captura el anticuerpo. Se adiciona un segundo
anticuerpo contra el Rotavirus conjugado con una enzima y se adiciona el
sustrato/cromoégeno. Si hubo Rotavirus el pozo va a desarrollar color.

- Prueba de mancha (Dot ELISA). Con esta técnica la reaccidn antigeno
anticuerpo se visualiza como una mancha sobre membrana, por lo que no se
necesita colorimetro. El fundamento es que los antigenos o anticuerpos se
encuentran inmovilizados en una membrana y éstos pueden capturar o los
antigenos o los anticuerpos.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

* Se considera positivo a la prueba de tarjeta para brucela si se observan
conglomerados ¢ grumos.

¢ Enun resuitado negativos no se detectan cambiocs en 4 minutos.

* Es importante tener en cuenta las inmunizaciones del animal para la
interpretacion correcta de los resultados.

INTERPRETACION DE RESULTADOS PARA
LAS PRUEBAS DE BRUCELOSIS

La interpretacion de ios resuftados obtenidos de las pruebas efectuadas seré de la
siguiente manera:

a) Los resultados de la prueba de tarjeta y de la prueba de anillo en leche,
tendrén unicamente dos clasificaciones: negativo y positivo.

b} La interpretacion de los titulos sanguineos de las pruebas serolégicas de
placa y tubo se encuentran en los cuadros 15y 16 :

Cuadro 15.Interpretacién para brucelosis con animales vacunados.

DILUCIONES INTERPRETACION

1:25 1:50 1:100 1:200

- - - Negativo

- - - Negativo

- - - Negativo

- - Negativo

- Negativo

~ Sospechoso

- Sospechoso

]| F |+~
++|+|+]4]

I

+

+ | Sospechoso
+ + Positivo

Cuadro 16. Interpretacién para brucelosis con animales no vacunados.

DILUCIONES INTERPRETACION

1

N
o

1:50 1:100 1:200

- - - Negativo

- - - Negativo

- - Negativo

- - Sospechoso

- Sospechoso

- Sospechoso

- Positivo

+ik |k [+ =]
i+ ]

[
-+
+ [ Positivo
+ + Paositivo

(~) NO HAY AGLUTINACION
(+) HAY AGLUTINACION COMPLETA
(1) HAY AGLUTINACION INCOMPLETA

-58 -




BIBLIOGRAFiIA

Alexander, J. y Good, R. 1977. Inmunologia Clinica. Ed. Salvat. Barcelona,
Espafia.

Barret, J. 1980. Inmunologia. Ed. Centro Regional de Ayuda Técnica. México,
D.F.

Carpenter, P. 1975. Inmunologia y Serologia. Ed. La Prensa Médica
Mexicana. México, D.F.

Gibbons, W. 1970. Diagnéstico Clinico de las Enfermedades del Ganado. Ed.
Panamericana. México, D.F.

htto://www.fei. es/protocolo/serc01. htm

http://iwww. oie.int/norms/MMANUAL/A

Jawets, E., Melnick, J. y Adalberg, E. 1981. Manual de Microbiologia Médica.
Ed. Manual Modemo. México, D.F.

Lenette, E. 1987. Manual de Microbiologia Clinica. 4* edicién. Ed. Médica
Panamericana. Buenos Aires, Argentina.

Montaraz, G. 1889. Apuntes de Inmunologia Veterinaria. UNAM. México, D.F.
Morilia, A. y Bautista, C. 1986. Manual de Inmunologia.  Ed. Diana. México,
D.F.

Morilla, A. y Gonzélez, V. 1997. Introduccion al Diagndstico Inmunolégico de
las Enfermedades de los Animales Domésticos. INIFAP- BTi- SAGAR.

Olsen, R. G. 1983 . Inmunologia e Inmunopatologia de Animales Domésticos.
Ed. Manual Moderno. México D.F.

Tizard, . 1996. Inmunologia Veterinaria. 52 edicién. Ed. Interamericana, Mc
Graw Hill. México, D.F.

Ruiz, C. 1986. Brucelosis. 32 edicion. Ed. La Prensa Médica Mexicana. México,
D.F.

SARH. 1980. Normas y Procedimientos de las Camparias Nacionales Contra
la Tuberculosis Bovina y la Brucelosis. Programa de acreditacién de MVZ.
CNMVZM. México, D.F.

Vega, D. (editor). 1995. Manual de Técnicas de Laboratorio de Practicas de
Inmunologia y Virologia. UNAM, México, D.F.

-59.-



4.4. PRUEBA DE FIJACION DEL. COMPLEMENTO

INTRODUCCION

El complemento es un constituyente normal que aparece en todos los sueros
frescos, aunque el suero fresco del cobayo es el mas eficiente en su calidad de
fuente de complemento en las pruebas hemoliticas. El sistema de complemento
consiste en un conjunto de enzimas que interactian entre si, y su activacion da
como resultado una cascada de reacciones, y esta Gitima causa ruptura de la
membrana celular y {a destruccion de células o de microorganismos invasores.
Una de las funciones normales del sistema del complemento es proteger contra
las enfermedades provenientes de complejos inmunitarios, al unirse a estos y
promover su eliminacién a través de un componente eritrocitario (CD35) vy
fagocitosis, actua para eliminar los complejos inmunitarios de la sangre.

El principio de la prueba de fijacion de! complemento consiste en que el
’ compiemento se fija en la formacién de un complejo anticuerpo-antigeno

especifico, produciéndose entonces la lisis del componente antigénico. En estas

pruebas los sueros desconocidos se calientan a 56°C durante 30 minutos, con
i objeto de destruir cualquier complemento que pudiera contener, y entonces se
aflade una cantidad conocida de complemento (suero de cobayo) a cada suero
objetc de la prueba. Después de afadirle el antigeno conocido se incuba Ila
mezcla a 37°C, y si se forma un complejo especifico se consume el complemento
y se mide la cantidad de complemento libre y remanente, agregando un sistema
indicador, el sistema hemolitico, que consiste de eritrocitos de camero cubierios
de anticuerpos.

La lisis de dichos eritrocitos (que se hace evidente al volverse rojo transparente las

soluciones) es un resultado negativo, ya que indica que el complemento no se fijé
y que dicho anticuerpo no se encontraba en el suero problema

La ausencia de lisis (la cual se demuestra porque la suspensién de eritrocitos es
turbia) indica un resuitado positivo.

La prueba de fijacion del complemento es (tl en e! diagnéstico de varias
enfermedades, tales como: actinobacilosis en caballos, tripanosomiasis, brucelosis
bovina, tuberculosis bovina, enfermedad de Johne en bovinos y ovinos, hepatitis
infecciosa canina, moquillo canino y en el muermo en todas las especies
domesticas, para la cual se considera a prueba més segura de diagnéstico.

Principio de [a prueba

La prueba consta de dos fases:

1. La primera es llamada fase invisible. En esta fase se trabaja con un primer
sistema antigeno-anticuerpo, enfrentando el suero sospechoso (elemento




desconocido), el antigeno especifico (elemento conocido) y el complemento
(imagen 35).

+ A+ .

Ag) Ad ()
Imagen 35. Fase invisible

2. La segunda, es la fase visible. En la cual se agrega un segundo sistema
antigeno.anticuerpo sistema hemolitico, formado por glébulos rojos de ovino
y hemolisina. El cual va a ser el sistema indicador de la prueba (imagen 36).

Anhgeno
{asihacito)

+ -

Anticusipo
themekisinal

Imagen 36. Fase visible

DESARROLLO DE LA PRUEBA
MATERIAL

- Gradilla.

- Tubos de ensaye (10 por suero)
- Pipetas seroldgicas (automatica)
- Solucién salina fisiologica (SSF)
- Suero problema inactivado

- Sistema hemolitico (SH)

- Complemento titulado (C")

- Antigeno titulado

- Bafo maria
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METODO

e Primera fase

1. Colocar los tubos en la gradilla e identificarlos de la siguiente manera: 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,SH,C".

2. Con la pipeta depositar:

- 0.1 ml de suero en el tubo 1
- 0.4 ml de SSFen el tubo nimero 1
- 0.2 ml de SSF en los tubos del 2 al 8
- 0.6 ml de SSF en el tubo SH
0.4 ml de SSF en el tubo C’
3. Homogenelzar el tubo 1 y desechar 0.1 ml para tener un volumen de 0.4 mli.

4. Realizar una dilucién doble seriada, transfiriendo 0.2 ml del tubo 1 al tubo 2,
homogeneizar en cada tubo antes de transferir y continuar el procedimiento
hasta el tubo 8 (desechar 0.2 ml en el tubo 8).

5. Con ofra pipeta agregar 0.2 ml de antigeno a los tubos: 1,2 3, 4, 5, 6, 7, 8.

6. Con otra pipeta agregar 0.2 ml de complemento a los tubos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, C’(observar que el tubo SH no lieva C").

7. Agitar vigorosamente la gradilla e incubar los tubos en bafio maria a 37°C
durante 30 minutos.

» Segunda fase
8. Con una nueva pipeta agregar 0.4 ml de sistema hemolitico a todos los tubos.

9. Agitar la gradilla e incubar los tubos en bafio maria a 37°C durante 15 minutos.

Resumen de la técnica (cuadro 17)
Cuadro 17. Resumen del método de Fijacion del Complemento

Fase invisible

Tubo 1 2 3 B 5 6 7 8 SH |C’

Dilucién del|1/5 |10 |[1/20 |1/40 [1/80 |1/160 |[1/320 |[1/640 |- -
suero

SSF (ml) 04 |02 |02 (02 |02 |0.2 0.2 0.2 06 |04

Suero (ml) 01 |- - - - - E > 3 i

Volumen de|0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - -
trasferencia

Antigeno (ml) e B2 102 92 102 02 0.2 0.2 - -

Complemento |02 |02 (02 (02 |02 |02 0.2 0.2 - -
(mi)

INCUBAR EN BANO MARIA 30 MINUTOS
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Al agregar el SH en la fase visible, como no hay C” libre este sedimenta y no se
observa hemdlisis (imagen 38).

-

SEDIMENTACION
Imagen 38. Interpretacion de un resultado (+) en la fase visible

* Interpretacion de un resultado negativo:

Si en la fase invisible, el suero no tiene anticuerpos contra el antigeno, no se

produce la unién Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac), por lo que el C'no se fija a esta
union y queda libre (imagen 39).

+ Bl = .
. ¢ [

c
Imagen 39. Interpretacion de un resultados (-) en la fase invisible

Al agregar el SH en la fase visible, como hay C’libre este se une al SH (que es
una union Ag-Ac) y se observa hemolisis (imagen 40)

Eis

T Sktema hamolitico

HEMOLISIS
Imagen 40. Interpretacion de un resultado (-) en la fase visible
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4.5. PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

INTRODUCCION

Muchos virus aglutinan eritrocitos de mamiferos y aves al unirse. Este proceso se
inhibe con anticuerpos contra dichos virus, al bloguear sus sitios de unién.

La inhibicién de la aglutinacién de eritrocitos recubiertos de antigeno por el
antigeno homélogo, es un método muy sensible y especifico para detectar
pequefias cantidades de antigeno soluble en la sangre u otros liquidos tisulares. Ei
principio de este andlisis es que el anticuerpo preincubado con antigenos
homdlogos solubles o de reaccion cruzada sera "inactivado” cuando se incube con
eritrocitos recubiertos de antigenos.

La deteccion de la hemaglutinacién inducida por virus sirve de prueba preliminar
cuando se trata de identificar virus; la inhibicion de este fenémeno por un
anticuerpo se utiliza tanto como un método para identificar un virus especifico,
como para medir [as concentraciones de anticuerpos en el suero.

Entre los microorganismos hemagiutinantes estan los mixovirus, los ortomixovirus
y los paramixovirus, los virus alfa, los flavivirus y los buniavirus, algunos
adenovirus, reovirus, parvovirus y coronavirus. También algunos micoplasmas,
como Micoplasma gallisepticum.

Las pruebas ds inhibicion de la hemagiutinacién se llevan a cabo de dos maneras
principaimente. En fa primera {a veces llamada procedimiento alfa) se mantiene
constante fa cantidad de virus que se agrega a cada tubo, mientras el suero
problema se disuelve de manera seriada. Primero se debe titular el virus para
determinar su actividad hemagiutinante; es frecuente utilizar 4 u 8 veces la dosis
hemaglutinante minima.

Después se mezclan los virus y anticuerpos y se dejan asi durante un periodo
predeterminado, antes de agregar a cada tubo una suspension de eritrocitos
lavados. E! titulo de la inhibicion de la hemaglutinacién (IH) del suero se obtiene
multiplicando {a mas alta de las diluciones del suero que inhibe la hemaglutinacion,
por el numero de unidades hemaglutinantes de virus que participaron.

El otro método para estimar los niveles de anticuerpos por inhibicién de la
hemaglutinacion consiste en agregar una cantidad esténdar de antisuero a cada
tubo, en tanto que se hacen diluciones seriadas de una suspension de virus cuya
actividad hemaglutinante es conocida (este método es llamado beta). Es una
técnica Gtil en los laboratorios en que hay que ensayar cantidades muy grandes de
suero, ya que ios virus deben diluirse una sola vez, al principio de cada dia de
pruebas, y no es necesario hacer diluciones seriadas de cada uno de los sueros
problemas. Al comparar el titulo hemaglutinante del virus en un suero normal y en
un suero problema, se puede estimar el efecto inhibidor del suero probiema.

La técnica que se describe va ser el correspondiente al método beta (suero
diluido-virus constante).
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Para diagnosticar la influenza, la reaccién de IH se realiza tomando suero de los
animales enfermos durante el estado agudo y en la convalecencia y practicando la
reaccion simultaneamente con los 3 tipos de antigenos viricos de la influenza. Un
aumento del titulo IH en 4 veces o mas durante la convalecencia se considera
significativo. Si solamente hay un aumento equivalente al cuadruple, deben
investigarse nuevamente los sueros para confirmar los resultados.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

MATERIAL

- Gradilla con 10 tubos de ensaye o microplaca

- Pipetas serologicas (automatica)

- Frasco con solucion salina fisiologica (SSF)

- Suero de pollo inactivado a 56°C/30

- Virus de Influenza Aviar (IA) conteniendo 8 unidades hemaglutinantes
(UHA)/0.25 ml.

- Glébulos rojos de pollo lavados y concentrados a 0.75%

- Cinta adhesiva

METODO

1. ldentificar consecutivamente los tubos de ensaye (también se pueden utilizar
microplacas para realizar la prueba) cada una con diluciones doble seriadas
desde 1/5 a 1/320 y tres controles: virus (CV), suero (CS) y glébulos rojos
(CGR).

2. Realizar diluciones dobles seriadas del suero comenzando con la dilucién 1/5
en un volumen inicial de 0.5 ml y trabajar con los controles (imagen 41).

Imagen 41. Sueros diluidos en microplacas

3. Con una pipeta depositar SSF a todos los tubos en diferentes cantidades: 0.4
ml al tubo no. 1, 0.25 mi del tubo 2 al 7, 0.25 ml al CV, 0.25 ml al CS y 0.5 ml al
CGR.

4. Agregar con la misma pipeta 0.1 ml del suero al primer tubo y 0.25 ml al CS,
homogeneizar y posteriormente transferir 0.25 al siguiente tubo, asi
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consecutivamente hasta el tubo de la dilucién 1/320 del que se desechara 0.25
ml.

5. Con otra pipeta limpia afiadir 0.25 ml de virus de IA con 8 UHA/0.25 ml en los 8
tubos de la dilucién del suero y al CV (imagen 42).

Imagen 42. Agregando antigeno con micropipeta
6. Homogeneizar el contenido de los tubos agitando la gradilla.
7. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

8. Con otra pipeta limpia agregar 0.25 mi de glébulos rojos a todos los tubos
incluyendo los controles (imagen 43).

Imagen 43. Agregando eritrocitos a
pozos de microplaca.

9. Homogeneizar el contenido de los tubos nuevamente.

10. Incubar a temperatura ambiente (imagen 44) y realizar la lectura a intervalos de
15, 30, 45 y 60 minutos examinando el aspecto de los glébulos rojos
acumulados en el fondo del tubo (imagen 45).

Imagen 44. Microplaca con todos Imagen 45. Lectura de resultados
los componentes para la reaccion. observando en la 6® fila 2 pozos
con aglutinacién de eritrocitos.



Resumen de la técnica (cuadro 18)
Cuadro 18. Prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (método beta)

TUBO 1 2 3 4 5 6 7 & [ 0.1 10

DILUCIONES DEL| 1/5 | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/80 | 1/160 | 1/350 | CS | CV | CGR
SUERO

SOLUCION SALINA| 04 | 025 |025| 025 [025| 025 | 025 [ 025|025 | 0.5

FISIOLOGICA (ml)

SUERO (ml) 0.1 0.25
VOLUMEN DE| 025|025 | 025 025 | 025 | 025 | 0.25
TRANSFERENCIA

(mi)

VIRUSCONS8UHA 025|025 [025]| 025 |0.25]| 0.25 | 0.25 0.25

INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE 10 MINUTOS

GLOBULOS ROJOS|025[ 025 [025] 025 [025] 025 [ 025 [0.25]0.25 ] 0.25
DE POLLO AL 0.75%
(mi)

INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE Y HACER
LECTURA A INTERVALOS DE 15, 30, 45 Y 80 MINUTOS

UECTORARRAL [ g ® ® ® ® 0| @

1)

PUNTO
FINAL

INTERPRETACION DE RESULTADOS

e PUNTO FINAL DEL SUERO (PFS): es la mas alta dilucién del suero capaz
de inhibir en un 100% la aglutinacién de los glébulos rojos.

e TITULO DE INHIBICION DEL SUEROQ: inverso de PFS x no. UHA del virus.

PFS = 1/40
TITULO DE INHIBICION DEL SUERO = Inv PFS X no. UHA Virus

TITULO DE INHIBICION DEL SUERO = 40 X 8 = 320 UIHA (unidades inhibidoras
de la hemoaglutinacion)

TITULO DE INHIBICION DEL SUERO = 320 UIHA con glébulos rojos de pollo
lavados y concentrados al 0.75%.
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$. SEROPERFILES EN CERDOS Y SU APLICACION EN MVZ

INTRODUCCION

Se denomina perfil serologico o seroperfiles, al muestreo de grupos de animales
de diferentes edades y etapas productivas de una granja para detectar la
presencia de anticuerpos. Con este método se puede determinar cuéles son Jos
microorganismos patégenos que se encuentran en la piara, cuando infectan a los
animales, cudnto tiempo tardan en desaparecer los anticuerpos maternos,
cuantos animales tiene anticuerpos inducidos por infecciones naturales o por
vacunas y las posibles interacciones entre diferentes gérmenes. El objetivo de los
seroperfiles es conocer el grado de infeccién de la poblaciéon y no efectuar un
diagnostico individual.

La serologia aplicada a grande escala sobre una poblacion es un arma
epidemiolégica que se utiliza para estimar la prevalencia y la incidencia de una
enfermedad. Un proposito importante de este tipo de pruebas es identificar entre
un grupe de animales que se muestran aparentemente sanos, aqueflos que tienen
una alta probabilidad de adquirir la enfermedad que se esta probando, a lo que se
le llama inmunidad de hato. Para que con esto se tomen las medidas de control
Gue convengan, ya sea vacunacion, tratamiento o sacrificio, de acuerdo al objetivo
del estudio. Por lo que la seroepidemiologia es muy importante en los programas
de vigilancia epidemioldgica y de los programas de control o erradicacién de las
enfermedades que afectan una pobiacion.

Las tecnicas serologicas utilizadas como pruebas tamiz en estudios
epidemiolégicos son diferentes de las técnicas utilizadas para el diagndstico las
cuales se consideran mas complejas, y estas se apoyan en historia clinica y la
descripcion del curso de la enfermedad (signos y sintomas) para establecer el
diagnéstico definitivo. Aunque muchos de los aspectos de serologia
epidemioidgica son derivados de las técnicas diagnésticas.

Por lo general se utilizan pruebas serolégicas como ELISA que permite la
deteccion de anticuerpos, o de antigenos, en el caso de algunas de las prucbas
competitivas. Existen actualmente en el mercado gran nimero de pruebas
seroldgicas comerciales contra los principales agentes patégenos del cerdo.

Para la deteccion directa de los gérmenes se ha utilizado el aislamiento o pruebas
como la rotaforesis para detectar el ARN del rotavirus, o la amplificacion por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa, del ADN de la bacteria causante de la
ileitis. La tendencia es desarrollar pruebas de alta sensibilidad y especificidad, que
permitan el anélisis de gran niimero de muestras en periodos cortos y a costos
accesibles.
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Resumen de la técnica

Suero y componentes del kit a t° ambiente

8
Suero sospechoso en microplacas = Incubar = Lavado
3
lLavado < Incubar < Agregar conjugado
4
Agregar cromégeno
4

Observar resultados en espectofotémetro
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados se imprimen directamente del espectofotémetro y se calculan en la
computadora.

La presencia o ausencia del anticuerpo contra IBR se determina al calcular el
cociente de muestra con respecto al control positivo débil (S/P) para cada
muestra.

1. Las muestras de leche y suero con relacion S/P menor que 0250 son
clasificadas como negativas para anticuerpos contra IBR.

2. Las muestras de leche y suero con relacion S/P mayor o igual a 0.250 pero
-menor a 0.500 son considerados como sospechosos y pueden ser
confirmados usando el formato de verificacion.

3, Las muestras de leche y suero con relacion S/P de 0.500 o mayor son
considerados como positivos para anticuerpos contra IBR y no requiere
verificacion.
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4.2. PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

INTROBUCCION

La inmunoflucrescencia es una prueba de unién primaria. El anticuerpo especifico
se conjuga con compuestos fluorescentes, siendo el més importante el
isotiocianato de fiuoresceina (FITC), sin alterar su reactividad inmunitaria, dando
como resuitado un trazador sensible para antigenos. El anticuerpo conjugado se
anade a las células y se fija a los antigenos, se forma asi un complejo inmunitario
estable. El anticuerpo no fijado se elimina por lavado, y la preparacién resuitante
se observa en un microscopio de fluorescencia contra un fondo obscuro, asi se
detectan los antigenos unidos al anticuerpo, por su color brillante.

Para obtener resultados 6ptimos, el fluorocromo seleccionado para conjugacion
con ef antisuero debe cumplir con ciertas caracteristicas:

a) Debe absorber energia ultravioleta y emitir una cantidad casi equivalente de
energia en forma de luz visible,

b) El color de la luz emitida debe ser uno que no se encuentre habituaimente(por
ejemplo, lo mas diferente que sea posible de la antifluorescencia encontrada
en tejidos animales).

c¢) El flourocromo debe combinarse con la molécula de anticuerpo en cantidades
suficientes para producir adecuada fluorescencia, sin ocultar los sitios de
anticuerpo activo.

Por lo anterior el isotiocianato de fluoresceina, es el mas utilizado, ya que
satisface muchos de requisitos mencionados anteriormente.

Mediante esta prueba directa se pueden identificar bacterias, principalmente
cuando su nuimero es pequefo. Por ejemplo al examinar materia fecal de animales
que se supone que eliminan Mycobacterium paratuberculosis, cuando se
examinan exudados y frotis tomados de las lesiones, para diagnosticar
Fusobacterium necrophorum, Listeria monocytogenes © microorganismos del
grupo de los clostridios. También se utiliza para detectar virus, como el virus de la
rabia y el de la ieucemia felina.

La utilidad de ta inmunofiucrescencia para identificar el antigeno de la rabia en
tejidos de animales infectados naturalmente fue demostrada alrededor de los afios
saesenta, y después adoptaron el método para el diagndstico de rutina de la rabia
en los laboratorios de salud piblica.

El método directo en el cual un anticuerpo especifico para la rabia se conjuga con
un fluorocromo, se emplea para buscar antigeno de la rabia en el cerebro, ias
glandulas salivales u otros tejidos. El método indirecto se usa para descubrir
anticuerpos de la rabia: en esta modificacion, un antisuero contra las globulinas
del suero de |a especie (gatos por ejemplo) que esta siendo estudiada se conjuga
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con el fluorocromo y se aplica al complejo antigeno rabico-anticuerpe para
localizar los sitios de fijacibn de los anticuerpos. La prueba directa de

inmunofluorescencia (IF) se recomienda para el examen diagnéstico del antigeno
de la rabia en muestras de tejido ya que el nimero limitado de pasos reduce la
posibilidad de un error técnico y hay también menos probabilidad de encontrar
inoportunas reacciones no rébicas antigeno-anticuerpo.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

MATERIAL.

- Portacbjetos

- Pinzas, tijeras y abatelenguas

- Lapiz graso

- Acetona y cubeta de fijacién

- Pipeta serolégica de 1 m! graduada 1/100
- Caja de petri y toalla de papel para incubacién en camara htimeda
- Estufa ajustada a 37°C

- Microscopio de fluorescencia

- Muestra para diagndstico (sospechosa)

- Muestra de control positivo

- Conjugado contra el antigeno

MUESTRA PARA EL DIAGNOSTICO

Para muestra de diagndstico se puede utilizar una porcién de érgano o bien su
macerado, asi como fluidos corporales o cultivos celulares infectados para
determinar la presencia de antigeno.

La eleccion del Grgano a estudiar asi como de la parte mas indicada de éste,
dependera de la enfermedad que se pretenda diagnosticar (cuadro 11).

Cuadro 11. Tipo de muestra de acuerdo a la enfermedad

Enfermedad a diagnosticar Organo a elegir
Rabia Cerebro
Moquillo Impronta de cdmea, sangre con
anticoagulante
Fiebre porcina clasica Tonsilas, ganglios linfaticos, bazo

MUESTRA DE CONTROL POSITIVO
Para muestra de control positivo, se utiliza tejido reconocido como positivo a la
misma enfermedad que se pretende diagnosticar.

CONJUGADO
El conjugado se elabora con un antisuero (suero rico en anticuerpos contra un
antigeno determinado) se purifican los anticuerpos y se les agrega un
fluorocromo, en este momento, ya es conjugado.
Este conjugado se lava por didlisis para eliminar ei excedente de fluorocromo.
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Consideraciones sohre ja técnica

Los frotis o impresiones de tejidos que se van a tefiir deben ser delgados, ya
que las preparaciones gruesas absorben conjugado que después no es posible
enjuagar eficazmente. El tejido fresco es el mejor material para hacer frofis,
pero también pueden hacerse preparaciones con tejidos congelados ©
glicerinados, o hasta con sedimento de suspensiones. L.os tejidos glicerinados
no se adhieren bien a los portaobjetos por fo que los tejidos se deben
enjuagar adecuadamente en solucién salina para eliminar el exceso de
glicerina.

El virus de la rabia se encuentra distribuido de manera irregular en el cerebro:
por lo tanto, se deber seleccionar tejido de varias 4reas de! cerebro para su
examen.

Para preparar tejidos de glandula salival, se seca el tejido para eliminar el
exceso de material mucoide, desmenuzandolo y después machacando los
fragmentos sobre el portaobjetos.

Los frofis, impresiones o cortes se dejan secar al aire y después se fijan antes
de tefirlos con conjugado. La fijacion aumenta la permeabilidad de los tejidos y
permite el méximo contacto entre el antigeno rabico intracelular y el antisuero
conjugado. Se puede fijar con acetona entre —20° y —§°C durante una a cuatro
horas con buenos resultados, aunque también se pueden usar alcohol etilico o
etanol, pero son menoes eficaces.

Despueés de la fijacion, ias preparaciones se secan al aire y quedan listas para
su tincidn.

En cada laminilla se tifien dos frotis idénticos de la muestra estudiada, uno con
conjugado mezclado con partes iguales de cerebro de ratén infectado con rabia
al 20% en diluente, y el otro conjugado mezclado con partes iguales de cerebro
de raton normal al 20% de diluents.

METODO

- Cortar con la ayuda de pinzas y tijeras una porcién de la muestra para

diagnostico y depositarla sobre el abatelenguas.

Hacer un frotis de la muestra para diagndstico sobre un portacbjetos y
marcarla con el lapiz graso con {a letra A.

Siguiendo e! mismo método, hacer una impronta de la muestra de control
positivo y marcarla con el I&piz graso con la Jetra B.

Sumergir e} portaobjetos en acetona (fijador) durante 30 minutos.
Sacar el portaobjetos y dejarlo secar al aire.

Con el lapiz graso, trazar un circulo alrededor de cada impronta para
“contener’ el conjugado.
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7. Con una pipeta, llenar cada circulo con el conjugado.

8. Humedecer una toalla de pape! y depositarla doblada en el fondo de una caja
de petri para utilizarla como camara himeda. Depositar sobre la toalla el
portaohjetos, cuidando de no derramar el conjugado y tapar la caja.

9. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

10.8acar el portaobjetos de la cdmara himeda y lavarlo con agua corriente
durante 1 minuto.

11.8ecar al aire y observar al microscopio de luz ultravioleta (microscopio de
fluorescencia).

- Debido a que la rabia es una enfermedad zoonética se requiere hacer uso de
buenas practicas de bioseguridad al manejar las muestras para evitar
infecciones hacia el hombre. Entre otras practicas de trabajo se debe
manipular de forma cuidadosa los érganos que se utilicen para el diagnostico,
evitar pinchaduras, usar equipo de proteccion personal, realizar una asepsia
general tanto en la persona como en las superficies de trabajo, no comer,
fumar o beber durante la practica, etc.

Resumen de la técnica

Realizar impronta con la muestra sobre un portaobjetos
4
Fijacién de la muestra con acetona
4

Trazar un circulo con lapiz graso alrededor de la muestra
Colocar el conjugado dentro def circulo

3
Incubar en cdmara himeda
1y

Reaslizar un lavado con agua
4

Secar y observar al microscopio

INTERPRETACION DE RESULTADOS

* Un resultado positive se fundamenta en la presencia de inclusiones

fluorescentes de color verde o amarillo verdoso nitidamente brilantes, de
formas diversas y tamafios variables.

En el citoplasma de células infectadas se observan acumulaciones de antigeno
rabico, cuya forma y tamario varian. El cuerpo de Negri se identifica faciimente por
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su forma oval o redonda y los contornos lisos. La periferia de estos cuerpos con
frecuencia fluoresce con mayor intensidad que las porciones internas.

El antigeno de la rabia también se observa como largas masas fluorescentes, de
forma irregular, y como pequefos grénulos similares a polvo. Este material
granular debe ser bien diferenciado de la tincién precipitada, que posee aspecto
cristalino, tiene una fluorescencia brillante y con frecuencia contornos irregulares.
El antigeno de la rabia en el tejido de la glandula salival se observa como
pequeiias masas, mas irregulares que las observadas en e! tejido cerebral; es muy
comun observar antigeno pulverizado.

El examen debe comenzar con ia laminilla de contro! positiva para ia rabia. El frotis
tefiido con la muestra normal mostrara masa brillantemente flucrescentes de
antigeno verde manzana; y el frotis tefiido con la muestra infectada con rabia no
debe mostrar fluorescencia o sblo flucrescencia de escasa intensidad. Si los frotis
positivos de contro! resultan satisfactorios, deben examinarse enseguida los frotis
de control negativos para la rabia.

Se examinara primero ei frotis del tejido teflido con conjugado mezclado con
cerebro normal de ratén. Los resuitados se interpretaran de la siguiente manera;

e Si no se observa material fluorescente especifico, la muestra se considera
negativa para el antigeno de fa rabia.

e Si se encuentran masas fluorescentes tipicas de acumulaciones de
antigeno rabico, se deberd examinar el frotis adyacente (el frotis con
muestra infectada).

¢ Si hay fluorescencia tipica (inhibida) en esta preparacién, se considera que
la muestra es positiva para el antigeno de la rabia.

» Si se observa fluorescencia sobre el frotis “inhibido”, los resultados de la
prueba se consideran inespecificos, y deberd repetirse fa prueba

Los tejidos animales normalmente fluorescen de color azul palido. Se pueden
encontrar ofros colores fluorescentes, como el rojo brillante del pigmento ceroide,
o el azul brillante de los cristales de sales como el cloruro de sodio.
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4.3. PRUEBAS DE AGLUTINACION

INTRODUCCION

Las reacciones de aglutinaciéon y precipitacién son la base de muchas técnicas en
el laboratorio de inmunologia. A diferencia de las reacciones de precipitacion que
se pueden cuantificar y son faciles de llevar a cabo, las técnicas de aglutinacion
sélo son semicuantitativas y un poco mas complicadas. Las ventajas importantes
de las reacciones de aglutinacion son su grado mayor de sensibilidad y que
permiten valorar los puntos finales visualmente.

Los anticuerpos establecen uniones cruzadas con los antigenos que se presenten
en forma de particulas, y esto se hace que se agrupen o0 que se aglutinen. Esta
aglutinacion se logra mezclando una suspension de particulas antigénicas, por
ejemplo, bacterias con antisuero. Los anticuerpos se combinan con rapidez con
las particulas (unidn primaria), pero la aglutinacién es mucho mas lento, ya que la
adherencia entre las particulas sblo se produce cuando se tocan unas con otras.

Normalmente las suspensiones son estables y se evita que sus particulas se
agrupen por una carga negativa que existe en su superficie, la cual es
denominada "potencial zeta". Sin embargo, las inmunoglobulinas tienen cargas
positivas y, cuando cubren a las particulas, neutralizan este potencial zeta y como
consecuencia sucede la aglutinacion.

Las reacciones de agiutinacion se pueden clasificar como directas o indirectas
(pasivas). En la técnica directa, una célula 0 antigeno particulado insoluble se
aglutina de manera directa por el anticuerpo. Un ejemplo es la aglutinacion de
eritrocitos A por antisuero anti-A. La aglutinacion indirecta o pasiva se refiere a la
aglutinacion de células recubiertas de antigeno, o particulas inertes que son
portadores pasivos de antigenos que, de otra manera, serian solubles

Las pruebas inmunolégicas de este tipo tienen un valor diagnéstico restrospectivo,
debido a que las aglutininas especificas solo aparecen en la sangre algun tiempo
después del establecimiento de la infeccion. En Medicina Veterinaria el fenémeno
de la aglutinacion ha tenido su mayor aplicacion para descubrir la presencia de
aglutininas de la Brucella abortus en el suero sanguineo, leche, suero de leche,
mucosa vaginal y plasma seminal del ganado bovino. Para realizar este tipo de
pruebas se pueden utilizar tanto aglutinacién en tubos como placas.

La técnica nos va a permitir:

a) Conociendo el suero, identificar antigenos. Existe la posibilidad de identificar o
clasificar distintas clases de bacterias u hongos, asi como conocer los grupos
sanguineos eritrociticos.

b) Conociendo un antigeno, determinar la presencia de anticuerpos.
La brucelosis es una enfermedad infecciosa, bacteriana, contagiosa, de curso
agudo y cronico, producida por diversas especies del género Brucella, que afecta
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a varias especies de animales domésticos, silvestres y al hombre, por lo que es de
gran importancia para el pais, ya que es una de las principales zoonosis.

Las principales cepas de Brucela que afectan a los animales domeésticos y al
hombre son: B. melitensis, B. abortus, B. bovis, B. suis. , B. neotomae.

Para el diagndstico de Brucella se cuenta con las siguientes pruebas (cuadro 12):
Cuadro 12. Pruebas para el Diagndstico de Brucella

Pruebas individuales

Prueba de hato
Pruebas de rutina Pruebas
complementarias
Anillo en leche (Bang) Rapida en placa | Tarjeta acida

(Huddleson)

Lenta en tubo Mercapto-etanol
Rivanol
Fijacion de complemento
(no es prueba de
aglutinacion)
Coombs

En las pruebas de aglutinacién, los determinantes antigénicos donde se fijan los
anticuerpos, reciben el nombre de aglutingenos y los anticuerpos de aglutininas.

En los casos que se utilice la vacunacién, es muy importante seguir las
indicaciones de los fabricantes con respecto al nimero de vacunas y edades de
vacunacion ya que de los contrario, seria dificil determinar si los titulos de un
animal corresponden realmente a animales enfermos.

También es importante estandarizar los resultados, ya que con pequefias
diferencias en la elaboracion de los antigenos, es com(n encontrar diferentes
resultados del mismo suero, de un laboratorio a otro.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion de las pruebas serolégicas de Huddleson y lenta en tubo, se
realiza en base a la comparacion de los resultados de la prueba con el siguiente
cuadro 13.

Cuadro 13. Interpretacion de resultados de la prueba de Huddleson y lenta en tubo.

ESPECIE 1125 1/50 1/100 1/200
Bovinos no B ? ¥ *
vacunados
Bovinos - - ? +
vacunados (a)

Ovinos (b) - +40 Ul + +
Caprinos (c) - ? + +
Porcinos - ? + +
Equinos - - + +
Caninos (d) + + + +

(-) Los sueros que aglutinan en este titulo, se consideran NEGATIVOS.

(?) Los sueros que presentan la uitima aglutinacion es este titulo se consideran
SOSPECHOSOS. Y se recomienda repetir la prueba 60 dias después.

(+) Los sueros que presentan la ultima aglutinacion en este titulo se consideran
POSITIVOS

(@) En la Comunidad Economica Europea los animales con 30 Ul o mas se consideran
POSITIVOS.

(b) Se debe tomar en cuenta que muchos ovinos no reaccionan a ninguna prueba
serolégica por lo que se debe recurrir a una prueba de Commbs, considerandose
POSITIVOS los titulos de 1/40 o superiores, sin embargo en esta especie es preferible
utilizar la prueba de Fijacién de Complemento.

(c) La interpretacién de resultados en caprinos es dudosa en animales vacunados con
Rev. 10 H 38.

(d) En esta especie es preferible utilizar la prueba de Fijacion de Complemento.

A continuacién se describen las técnicas de las diferentes tipos de pruebas de
aglutinacion.

4.3.1. PRUEBA DE ANILLO EN LECHE
MATERIAL

- Gradilla

- Tubo de ensaye

- Pipeta serolégica de 1 ml graduada 1/100

- Leche "bronca"

- Antigeno de Bang (este antigeno es elaborado con B. abortus cepa 1119-3, a
una concentracion del 4% y tefiida con hematoxilina o rojo
de tetrazolio).
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METODO

1. Laleche y el antigeno deben estar a temperatura ambiente.
2. Con una pipeta depositar en el tubo de ensaye 1 ml de leche.
3. Agregar a la leche del tubo una gota (0.03 ml) de antigeno de Bang.

4. Mezclar el contenido del tubo sosteniéndolo con dos dedos cerca de la boca del
mismo y golpeando con otro dedo el fondo del tubo (el tubo no debe agitarse).

5. Incubar preferentemente a 37°C durante 1 hora (no mover).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

© El resultado es POSITIVO a la prueba de Bang, si el anillo de nata que se
forma en la superficie de la leche del tubo, se ve tefiido del mismo color del
antigeno y el resto de la leche se observa blanca.

. El resultado es NEGATIVO a la prueba, si el anillo de nata que se forma en
la superficie de la leche del tubo se ve blanco y el resto de la leche se observa del
mismo color que el antigeno. También es negativo si el anillo de nata y la leche
estan tenidos.

Cuando se utiliza leche de cabra, la grasa puede flotar, quedar suspendida o
depositarse en el fondo del tubo, sin embargo la interpretacién de los resultados
en base a la coloracién del anillo de grasa y la leche es la misma.

4.3.2. PRUEBA RAPIDA EN PLACA (HUDDLESON)
Esta prueba detecta la presencia de anticuerpos contra Brucela en el suero.
MATERIAL

- Portaobjetos.

- Pipeta serolégica (automatica)

- Fuente de luz (preferible con fondo negro)

- Palillos

- Frasco con suero de bovino sospechoso a Brucela
- Antigeno de Huddleson

METODO

1. Elantigeno y el suero deben estar a temperatura ambiente.

2. Con la pipeta tomar 0.25 ml del suero, cuidando que no queden burbujas en el
interior de la pipeta y que no queden gotas de suero en la punta de la pipeta.
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3. Apoyando la punta de la pipeta sobre el portaobjetos e inclinandolo a 45°,
depositar cuidadosamente los siguientes volimenes del suero sospechoso a
brucelosis. 0.08 ml, 0.04 mi, 0.02 ml, 0.01 ml; dejando aproximadamente 5 cm
entre cada muestra de suero (depositar el suero de izquierda a derecha).

4. Con un gotero ajustado a 0.03 ml depositar una gota de antigeno de
Huddleson a cada una de las muestras de suero

5. Con la punta de un palillo mezclar por separado cada una de las muestras de
suero con antigeno.

6. Ya mezcladas las muestras, aplicar un movimiento helicoidal a la placa de
vidrio, cuidando que las muestras no se mezclen entre si, y esperar 8 minutos
para hacer la lectura.

Resumen de la técnica (cuadro 14)
Cuadro 14. Resumen del método de Huddleson

Suero (ml) 0.08 0.04 0.02 0.01
Antigeno (gotas) 1 1 1 1
Titulo 1/25 1/50 1/100 1/200
correspondiente

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se considera aglutinacion, a las mezclas que presentan conglomerados o grumos
a los 8 minutos, en caso de no haber cambios, se considera que no hay
aglutinacion. Se debe tener en cuenta que el encontrar aglutinaciéon en una o
varias mezclas, no necesariamente indica que el animal esté positivo a brucela, es
necesario comparar los resultados con los del cuadro 13.

4.3.3. PRUEBA EN TARJETA
Esta prueba también es conocida como prueba de tarjeta 4cida o prueba &cida.
MATERIAL

- Portaobjetos

- Pipetade 1 ml

- Palillo

- Frasco con suero de bovino sospechoso a brucela, a temperatura ambiente.

- Antigeno para prueba de tarjeta, a temperatura ambiente (este antigeno se
prepara con B. abortus cepa 1119-3 a una concentracion del 8%, tefiido con
rosa de bengala y un pH de 3.65).

- Aglutinoscopio




METODO

1. Con la pipeta tomar 0.03 ml de suero para depositar sobre la placa de vidrio
evitando que la punta de la pipeta toque la placa de vidrio.

2. Agregar 0.03 ml de antigeno de tarjeta al lado de la gota de suero depositado
en la placa (imagen 32).

Imagen 32. acé can reactivos, una gota
de suero problema y una de antigeno

3. Mezclar con el palillo procurando formar un circulo de aproximadamente 2 cm
de diametro (imagen 33).

e

Imagen 33. Meidéndo suero y el antigeno

4. Mover la placa con movimiento helicoidal y leer los resultados en 4 minutos en
el aglutinoscopio (imagen 34).

- ' 4

Imagen 34. Lectura de resultados
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De acuerdo a los objetivos arriba mencionados, se observa gue la secuencia
adecuada al realizar un estudio serolégico es:

Identificacién del problema

4
Detemminar su distribucién geogréfica y poblacional

4
Evaluar la magnitud de la enfermedad
y saber como se esta difundiendo,
determinando la prevalencia y la incidencia

34
Toma de decisiones
74 N
Control de la enfermedad Inmunizacién de los animales (cuando la
g enfermedad estéd ampliamente difundida)
Erradicacién
4

Vigilancia epizootiol6gica

Las medidas zootécnicas de manejo aplicadas sobre las poblaciones animales,
con frecuencia alteran la proporcién de animales resistentes en un hato, dando
como resultado la presentacion de brotes de enfermedad con caracteristicas
ciclicas. Entre estas practicas de manejo, se pueden mencionar:

- La introducciébn de animales susceptibles en una poblacion con relativa
inmunidad de hato, ya sea por nacimientos o por reemplazos.

- Frecuencia en los tratamientos de desparasitacion

- Efectividad de los baros garrapaticidas

- Fallas en los sistemas de vacunacion, etc.

Los perfiles tienen limitaciones ya que no hay pruebas de diagnéstico para todas
las enfermedades o las que hay disponibles, permiten analizar un nGimero limitado
de muestras, el costo puede ser muy elevado y en cada prueba varia la
sensibilidad y {a especificidad.

Muestreo
Debido a gue no es posible ni practico muestrear a toda la poblacién en un estudio
serologico, es necesario tomar un numerc representativo de muestras de una
poblacion.

- Métodos de muestreo
a) Muestreo simpie al azar, en el cual se seleccionan individuos de una poblacién

de tal manera que cada miembro de la poblacién tiene Ja misma probabilidad
de ser seleccionado en {a muestra, con lo que se evita posibles favoritismos.
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b) Muestreo estratificado al azar. Este tipo de muestreo es utilizado cuando en

una poblacion existen grupos de individuos que varian , formando diferentes
estratos. En este método la poblacion es dividida en grupos relevantes o
estratos (especie, raza, sexo, edad, funciéon zootécnica, etc.). La ventaja de
este sistema es que asegura que la muestra contiene individuos que son
representativos de cada uno de los estratos que componen la poblacion, por lo
que el error del muestreo es menor comparado con el que se obtendria con en
un muestreo simple al azar.

Mues@reo por e?apas. Este procedimiento es Util cuando se planea realizar un
estudio serolégico en un area determinada y se requiere tomar una muestra
que represente a la poblacion animal localizada en esa area.

Para estudios de seroperfiles en cerdos se utiliza el muestreo estratificado por
edades y etapa productiva, al azar; considerando las siguientes etapas:

hWON =

Lactancia: animales de hasta 5 semanas de edad.

Crecimiento: animales de 6 hasta 13 semanas de edad.

Engorda: animales de 14 hasta 26 semanas de edad.

Pie de cria: hembras de reemplazo, y de uno hasta 6 o mas partos.

Se recomienda para el muestreo sangrar animales de diferentes grupos con
intervalo de dos, tres o cuatro semanas de edad. Se deben sangrar como minimo
10 animales por grupo de edad o etapa productiva.

Interpretacién de los resultados

Los resultados de los seroperfiles deben estar de acuerdo con el sistema de
produccién. Por ejemplo, si se trata de granjas de uno, dos sitios o tres sitios.

Se deben tomar en cuenta los resultados anteriores, las observaciones
clinicas, de rastro, necropsias, diagnésticos de laboratorio y parametros de
produccion.

Las caracteristicas de cada prueba y la clase de informacién que proporciona.
Por ejemplo; ELISA competitivo gl no detecta anticuerpos vacunales inducidos
por una vacuna gl contra el virus de Aujeszky, solo los inducidos por el virus de
campo, en cambio ELISA indirecto o suero neutralizacion detecta anticuerpos
inducidos por cepas vacunales y de campo.

Los resultados deben ser interpretados de acuerdo con las caracteristicas de la
infeccién; hay gérmenes muy infecciosos de baja virulencia (virus de Aujeszky)
y un gran numero de animales desarrollan anticuerpos, en cambio otros tienen
baja infecciosidad pero pueden ser muy virulentos en ciertas condiciones (A.
pleuropneumoniae) y son pocos los animales que desarrollan anticuerpos, pero
hay animales enfermos.
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$e debe conocer el tipo de respuesta serolégica que induce cada germen y el
tlempo én que tardan en aparecer o desaparecer los anticuerpos: en el caso de
la micoplasmosis, los cerdos tardan hasta un mes y medio en desarrollar ios
anticuerpos, y en cerdos infectados con el Paramyxovirus del Ojo Azul o virug

de PRRS, los anticuerpos desaparecen en pocos m .
infeccion. p po eses después de Ia

Las posibles interacciones entre los gérmenes.
La zona geogréfica en donde se encuentre Ia granja.

El pa-trén de anticuerpos que se observa en las hembras de cria debe ser
§emejgnte al de los cerdos de dos y cuatro semanas de edad, sobretodo en las
infecciones virales.

Los microorganismos de ias madres son los que infectan a sus lechones,
aunque estén protegidos con la inmunidad materna. Cuando los cerdos la
pierden y se toman susceptibles, los gérmenes que se encuentran en algunos
de estos cerdos portadores, se multiplican. Este periodo seria la fase de
amplificacion de los gérmenes y ia proporcion seria de 8 a 10 veces mayor
multiplicacion en los cerdos de fa linea, con relacién a cada hembra de cria.

Para determinar la importancia de los gérmenes patogenos de la granja, es
necesario contar con los seroperfiles de cada uno de ellos y poder determinar
cual es su papel, cudles son agentes primarios e inmunosupresores y cudles
estarian actuando como secundarios. No se recomienda efectuar el seroperfil
con solo un germen, ya que la informacién gue se obtiene es muy limitada y
seria muy dificil determinar cudl es su papel; por ejemplo sdlo el A
pleuroneumoniae en un problema respiratorio o el del Parvovirus en uno
reproductivo, respectivamente. Esto no aplica cuando sélo se quiere
determinar si la granja esta infectada con un microorganismo, por ejempio con
el virus de la enfermedad de Aujeszky.

Los agentes primarios que pueden causar la enfermedad por si solos o inducir
inmunosupresion (cuadro 19), para que se desarrollen los gérmenes
secundarios, son los siguientes:

Virus de la Fiebre Porcina Ciasica (FPC).

Virus de la Enfermedad de Aujeszky (EA).

Virus de Sindrome Disgenésico y Respiratorio del Cerdo (PRRS).
Virus de {a Influenza Porcina (IP).

Paramyxovirus Porcino de la Enfermedad de QOjo Azul (EQA)
Micoplasma hyopneumoniae (MH).

Salmonella cholerasuis (SC).
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agente secundario involucrado. La mayoria de los cerdos se inmunizan en forma
natural y al no haber animales susceptibles el virus deja de circular.

El siguiente periodo es cuando los animales empiezan a perder los anticuerpos
maternos y se infectan con el virus. En esta etapa el virus se multiplica en la
granja; ademas, cada vez que ocurre, los animales pueden manifestar signos
clinicos respiratorios. Los cerdos infectados quedan portadores del virus durante
toda su vida productiva. El virus se mantiene en la granja por medio de las
hembras de reemplazo infectadas.

Analisis del seroperfil

1. Con el muestreo de mas de 100 animales se puede detectar a un animal
infectado con 95% de confianza cuando la prevalencia es entre 2% al 3%,
dependiendo del nimero de animales en la granja. Sin embargo si el seroperfil
es negativo no se puede asegurar que no existan animales infectados.

2. Con el resultado del porcentaje de las hembras de cria seropositivas, se puede
estimar la prevalencia aproximada, y decidir las técnicas para controlar la EA.
Si la prevalencia es muy elevada, como en el ejemplo que se presenta en la
gréfica 2, se deben tomar medidas para reducirla, o si es muy baja, se podria
tratar de erradicar la enfermedad de la granja.

3. Para conocer la prevalencia real se deben muestrear a todos los animales de
pie de cria y sementales.

4. Con los resultados de los cerdos de desarrollo y engorda se puede determinar
si el virus de la EA se estd multiplicando en este grupo de animales (ver
grafica 1). Esta parte del ciclo del virus de la EA es la mas importante, ya que
es cuando el virus se multiplica en la granja y se puede manifestar como un
brote de pleuroneumonia por A. pleuroneumoniae o neumonia por P.
multocida.

S. Esto se puede corroborar si se realiza un seroperfil para APP y se comparan
los resultados (gréfica 2).

6. Se puede determinar si existe una relacién directa entre la seroplevalencia en
las hembras de cria y la infeccién en los cerdos j6venes (gréfica 1).

7. Se puede determinar la curva de desaparicién de los anticuerpos maternos y
conocer cuél es el mejor momento para vacunar a los cerdos, sin que se
bloguee la vacuna. En este caso el momento mas adecuado seria a las 10
semanas y repetir la vacunacion a las 14 (gréfica 1).

8. Es posible evaluar la respuesta a la vacuna, si la seroprevalencia de virus de
campo gl es muy baja y los sueros se prueban con ELISA indirecta.

9. En caso de que se hayan instrumentado medidas de control, el seroperfil se
debe repetir cada 6 meses, para dar seguimiento a los avances que se hayan
logrado en la reduccién de la seroprevalencia.
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Gréfica 1. Perfil serologico de EA. Prueba de ELISA competitiva gl.

% de animales positivos
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—~— Aujeszky N Actinobacilius

Gréfica 2. Perfil serolégico de EA y A. pleuroneumoniae.

FIEBRE PORCINA CLASICA (FPC)

Caracteristicas

para estar protegidos en caso de un brote. Mientras en

orcentajes de seropositividad superiores al 70%, que se
granjas donde no se vacuna, se ha observado algunas veces que las infecciones

Debido a que en varias zonas del pais todos los animales son inmunizados, por lo

general se obtienen p

consideran adecuados
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de animales susceptibles con virus de campo de baja o mediana patogenicidad, no
se manifiestan en forma explosiva, sino como un incremento de morbilidad y
mortalidad en algunos grupos de animales; sin embargo, gran nimero de cerdos
desarrollan anticuerpos debido a la répida difusion del virus. Por lo anterior, la
serologia es muy (til para detectar infecciones por el virus del FPC, en granjas
donde los animales no son vacunados.

Las pruebas de laboratorio utilizadas para estudiar los perfiles serolégicos de FPC
son:

-  Seroneutralizacion

- ELISA

Andlisis del seroperfil

1. La vacunacién debe inducir anticuerpos en mas del 70% de los animales de
desarrollo y engorda, dos meses después de haber sido vacunados, y en mas
del 80% de las hembras de cria (gréfica 3). Las cerdas se vacunan al destete y
los lechones a las 7 semanas de edad.

2. Los anticuerpos maternos deben tener vida media de un mes.

3. En granjas donde no se vacuna o que se encuentran en zonas libres de FPC,
todos los sueros deben ser negativos.

4. Si se vacuna a las madres y no a los lechones, el virus vacunal puede llegar a
infectarlos y algunos de éstos llegan a desarrollar anticuerpos.

% de mnimales positivos
s o

IR

Ml W | v . oL . { '
oM 1 2 =] » L] 6 1PZP3 e Porer
Meses de edad (M)y parto (")

Gréfica 3. Perfil serolégico de animales vacunados contra FPC.
Prueba de ELISA
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LEPTOSPIROSIS (Lepfospira interrogans)

Caracteristicas

Las leptospiras entran a la granja a través de cerdos portadores, que las excretan
en la orina contaminando el medio ambiente. Los cerdos se infectan a través de
las mucosas y solo muestran signos clinicos las hembras gestantes susceptibles.
La prueba de laboratorio que se utiliza para la deteccién de ia ieptospirosis es la
microaglutinacion.

Analisis del seroperfil
1. Se deben obtener sueros de hembras de cria de més de 3 partos o
sementales, que son los que han tenido mayor oportunidad de infectarse en el
transcurso de su vida.

2. Se tienen que muestrear como minimo 10 animales para determinar las
serovariedades que se encuentran en la granja. Se considera importante una
serovariedad si se encuentran anticuerpos en mas del 30% de los animales
(gréfica 4).

3. Titulos det suerc entre 1:100 a 1:400 son indicativos de que los animales
sufrieron una infeccién. Titulos de 1:800 o mas sugiere que ocurrié un brote.

4. Para demostrar que hubo un brote, se deben tomar muestras pareadas con un
mes de intervalo, y demostrar que hubo incremento de por lo menos 5
diluciones en e titulo.

5. El muestreo sirve para determinar contra que serovariedades se debe vacunar
a los animales.

6. Se considera que los animales seropositivos son portadores y estan
excretando leptospiras.

7. Las bacterinas rara vez inducen titulos de anticuerpos mayores de 1:20, pero
son protectores. Si se consideran positivos titulos mayores de 1:100 entonces
la prueba no detecta anticuerpos inducidos por las bacterinas.

% du ezimales
100 I icwrabrmarsiagior
, T W Sebansaatty
0 _ W et
BN eiges
.4 : : - B zrmpeowhms
' : B osiaiaie
4D||

. — i
5 " :

IC BE BR PY GR CA PO PA. WO HA TA
Sérovariedade
Gréfica 4. Frecuencia de hembras de cria con anticuerpos
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contra Leptospira ifterrogans. Prueba: aglufinacién microscopica
0JO AZUL (Paramixovirus porcino del ojo azul)

Caracteristicas

El virus del ojo azul {(POA) provoca una enfermedad caracterizada por mortalidad
de lechones con signos nervioses, por o que se confunde con la enfermedad de
Aujeszky; ademas puede haber disminucidén de la fertilidad y abortos en las
hembras, mortinatos, lechones nacidos débiles, en los sementales puede
presentarse orquitis unilateral y aspermia. Algunos animales desarrollan opacidad
unilateral de la comea. Probablemente el virus se mantiene en la granja durante
largos periodos a través de la infeccion de los animales en forma subclinica.

Las pruebas de laboratorio utilizadas para esta enfermedad son:

Seroneutralizacion
Inhibicién de la hemaglutinacion

Anaélisis de! seroperfil

. El seroperfil puede mostrar que animales de todas las edades y las hembras

de cria tienen anticuerpos o en ocasiones estos se encuentran sélo en ios
cerdos de desarrolio y engorda {gréfica 5).

En ta mayorfa de las granjas en fas que los animales tienen anticuerpos no se
observan signos clinicos. También ocurre lo contrario, que hay sementales con
orquitis unilateral, aspermia y cerdos de diferentes edades con opacidad
cormneal, pero son seronegativos.

Para el diagndstico diferencial se debe comparar el seroperfil de POA con el de
EA, PRSS y parvovirus. Se ha sugerido que et virus de POA es un agente
secundario que aparece como consecuencia de la infeccién por el virus de
PRRS.

% de animalex poeitivos
mor

WDIM 2 5 4 &8 R 28 3P &P &R
Dia (D). mes (M) y parto {P)

Grafica 5. Perfil serologico del Paramyxovirus porcine de ojo azul.
Prueba IH. Se considerd positivo a un suero de 1:24 en adeiante.
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PARVOVIRUS

Caracteristicas

El parvovirus infecta a los cerdos de casi todas las granjas porcinas. La infeccion
ocurre en el tracto gastrointestinal y es inocua, excepto para las hembras
gestantes que no tengan anticuerpos circulantes; en este caso el virus infecta al
feto, éste muere y se momifica.

La prueba serolégica para el diagnéstico de parvovirus es Inhibicibn de la
hemagtutinacion.

Analisis del seroperfil

1. Se debe tener mas del 70% de las hembras de resmplazo, primero y segundo
parto con anticuerpos y por lo menos el 80% del resto de las hembras adultas.
(grafica 6). Con esta seroprevalencia no es necesario vacunar a los animales e
indica que estos Glitimos se estén infectando en forma natural.,

2. Cuando la seroprevalencia de las hembras de reemplazo y de primero y
segundo parto son menores al 70%, podria ocasionalmente presentarse
parvovirosis en alguno de estos animales. Si la seroprevalencia es menor al
40%, se corre el riesgo de que se pueda presentar un brote por el gran nimero
de animales susceptibles. En este caso, se deben vacunar a todas las hembras
de cria y mezclar hembras viejas con jévenes, para que se infecten
naturalmente.

3. Los anticuerpos maternos desaparecen alrededor del segundo mes de edad y
los cerdos se infectan con el parvovirus a partir de los 3 meses de edad: esto
depende del manejo y del estado sanitaric de la granja, por lo que se
encuentran anticuerpos de los animales de 4 a 6 meses de edad.

4. Cuando los cerdos de engorda tienen anticuerpos es indicativo de que el virus
se encuentra circulando en la granja. Esto se puede aprovechar para
incrementar la inmunidad en las hembras de cria jovenes, por medio de la
exposicion con las heces. En granjas muy limpias en que ios cerdos de
engorda no tienen anticuerpos, es necesarioc vacunar al pie de cria
constantemente.

5. Se considera positivo a un suerc a partir de un titulo de 1:160 o 1:320, estos
titulos muestran que los anticuerpos fueron inducidos por virus de campo; con
la vacunacién rara vez se alcanza este titulo (grafica 7).

6. Titulos de mas de 1:5, 120 en un gran nimero de sueros podria ser indicativo
de un brote por parvovirus
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Gréfica 6. Perfil seroldgico de parvovirus, Prueba IH.
Se considerd positivo desde 1:320
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Gréfica 7. Titulos de anticuerpos |h de parvovirus.
Se considerd positivo igual o méas de 1:320

SINDROME DISGENESICO Y RESPIRATORIO DEL CERDO (PRRS)

Caracteristicas

El virus entra a la granja por medio de animales infectados y por el aire. Infecta a
los animales susceptibles provocandc signos clinicos respiratorios y reproductivos.
E! virus se establece en la piara y puede estar infectando en forma constante o
ocasional a los cerdos del destete, a las hembras de cria, o a ambos grupos. El
virus de PRRS exacerba infecciones secundarias con otros microorganismes. En
una encuesta serolGgica hecha en rastros en México, se han encontrado
seroprevalencias del 47% al,81% en ios animales de estados productores de
cerdos.
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Ejemplo de interpretacién de resultados para PRRS

En una granja habia signos clinicos en los cerdos en la etapa de Iactgncaa,
desarrolio, engorda y en las hembras de cria; en el seroperfil se encontré una
elevada tasa de animales con anticuerpos de todas las edades (cugsdro _20) una
afno mas tarde se volvid a muestrear la granja y se encontré que el virus circutaba
principalmente en los animales de crecimiento (cuadro 21).

Cuadro 20. Resuitados de Ia serologia efectuada inmediatamente después del inicio de un brote de
PRRS.

Cerdas 5 dias después del primer aborto

Cerdas 20 dias después del primer aborto 45
Cerdos en crecimiento 100
Hembras de reemplazo antes de la monta 50
Cerdos de 5 semanas de edad que tenian signos 80
clinicos

Liquido toracico de mortinatos r 8

Cuadro 21. Resultados de |z serologia-efectuada un aito después de un brote de PRRS

i Bie BIrono a

1 mes de edad 0
2 meses 0
3 meses 75
4 meses 50
5 meses 0
Cerdas primerizas antes de |a monta 0
Cerdas de 2 partos © menos 37
Cerdas viejas de 3 o mas partos 12

Ejemplo de interpretacién de resultados AUJESZKY

En una granja donde los animales de 3 a 4 meses de edad tenian neumonias
ocasionales, se efectiio un seroperfil de ia enfermedad de Aujeszky.

El resultado que se obtuvo fue que los cerdos tenian anticuerpos maternos, desde
los 15 dias de edad hasta ios 2 meses y medio. Entre los 3 y 4 meses de edad Ios
animales eran susceptibies; volvian a aparecer animales con anticuerpos a partir
de los 4 meses de edad, llegando a casi el 100% de los animales a los 6 meses,
Este resultado indico que estaba ocurriendo una infeccién, entre los 3 meses y
medio y 4 meses de edad, la cual generaimente se manifiesta por neumonia al
asociarse con A. pleuroneumoniae o P. multocida.
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6. PRUEBA DE TUBERCULINA

INTRODUCCION

La prusba de tuberculina es una prueba de hipersensibilidad retardada (tipo IV),
en la que se pone al descubierto la sensibilidad de un animal al inyectar en sus
tejidos un derivado proteinico del organismo especifico con que el animal esta, o
ha estado infectado. La reaccion que se presenta es de hipersensibilidad tardia
mediada por células, ya que no puede transferirse de los animales sensibilizados a
los normales por medio del suero, sélo por medio de linfocitos {imagen 45).

Imagen 48. Reaccion de hipersensibilidad tardia

La prueba de tuberculina se lleva acabo en un animal tuberculoso, por una
reaccion intradérmica contra la tuberculina (extracto antigénico obtenido del bacilo
tuberculoso: Mycobacterium tuberculosis, M. Bovis o M. Avium) .

Cuando la tuberculina se inyecta por via intradérmica a un animal normal, no hay .
respuesta inflamatoria local importante. Al contrario, en animales sensibilizados :
por una infeccidbn con el bacilo tuberculoso, se produce una respuesta de "
hipersensibilidad tardia. Después de la inyeccién en {os animales infectados no se

observan cambios detectables ni macroscdpicos ni microscopicos, durante varias

horas. Pasando 12 o 24 horas se produce vasodilatacion y aumento de la

permeabilidad vascular y como consecuencia de esto se observa eritema y

tumefaccion.

La reaccion inflamatoria alcanza su maxima intensidad entre 24 y 72 horas
después de la inyeccidn, y puede persistir durante varias semanas,
desapareciendo gradualmente. En reacciones muy graves puede aparecer una
necrosis en el lugar de la inyeccion.

La reaccidn a la tuberculina en un animal sensibilizado es una reaccion
inflamatoria inmunolégicamente especifica mediada por células T.
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Los usos de esta prueba es en |a reaplicacion de la prueba en hatos en los que se
sabe estan infectados de Mycobactenium bovis. Cuando se apruebe por el
veterinario que esté a cargo de la campafia a nivel oficial, o para probar ganado
que se sabe estuvo expuesto a los desperdicios de hatos infectados o en general
al Mycobacterium bovis.

Esta prueba se debe aplicar solamente por veterinarios capacitados. Se rasura el
sitio de inoculacién alrededor de 7 cm cuadrados. No se debe realizar notra
prueba de tuberculina al mismo tiempo que es utilizada la prueba simple (cervicat).

La lectura de la prueba se realiza después de 72 + - 6 horas de la inoculacion.
Todas las reacciones se miden y se anotan; la diferencia entre 1a lectura inicial y la
final indican el incremento en el grosor de la piel y determinan su clasificacion.

Interpretacion y clasificacién: cualquier reaccién detectable se considera como
evidencia de infeccion por Mycobacterium bovis y se clasifica como reactor. Sin
excepciones.

PRUEBA DOBLE COMPARATIVA

En esta prueba se inocula de forma intradérmica 0.1 ml de PPD bovina y PPD
aviar en un érea del cuello, rasurada y medida para su posterior inoculacion .

La prueba doble comparativa es la Gnica prueba que confirma o descarta animales
sospechosos. Su utilidad es para determinar, cuando la causa probable de la
sensibilidad a la tuberculosis en el animal sospechoso es Mycobacterium avium.
Esta prueba no se utiliza en hatos ya clasificados como reactores, excepto
cuando el hato haya probado por io menos 2 pruebas completas con resuitados
negativos. Al igual que las otras pruebas, debe ser realizada por veterinarios
capacitados.

La prueba se puede aplicar dentro de ios 10 dias siguientes a ia aplicacion de la
prueba del pliegue anocaudal o0 hasta después de no menos de 60 dias de
aplicada la primera prueba.

El sitio de aplicacion es a 10 cm dsbajo de la cresta del cuello y 13 cm debajo del
sitio anterior. La lectura se realiza de la misma manera que las otras pruebas.

-

DESARROLLO DE LA PRACTICA

MATERIAL
- Tuberculina PPD bovina
- Jeringas desechables para insulina
- Algodén
- Papel absorbente
- Alcohol al 70%
- Rasuradora eléctrica (de preferencia recargables)
- Vernier
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METODO

La prueba que se va a realizar es |a prueba anocaudal o intradérmica Grica.

No se debe realizar la prueba en animales que hayan sido tratados con algan
farmaco o hayan sido inoculados con algin bicldgico dentro de las 72 horas
anteriores a la prueba. Ya que por ejemplo, ias vacunas tienen un efecto
depresor en el sistema inmune del animal y reducen la habilidad de respuesta
a la prueba.

. ldentificar correctamente al animal que se le va a realizar la prueba y anotarlo.

. Se hace la correcta sujecién del animal con el fin de inmovilizarlo.

. El sitio de aplicacion en el pliegue es aproximadamente a 7 cm de distancia de
la base de la cola, en el centro del pliegue.

. El sitio de inoculacién debe estar libre de pelo, por io que si es necesario se
rasura esta zona.

. Se observa y se palpa el pliegue, para identificar alguna anormalidad cerca del
sitio de inyeccibn, si es asi se debe anotar para no ocasionar errores en la
interpretacion de los resultados.

. Se mide el pliegue con el vernier antes de inocutar la tuberculina.

. Realizar la asepsia del sitio a inocular con el papel absorbente y después con
algodon y alcohol.

. Insertar ia aguja de forma intradérmica, formando un angulo de 45° e inocular
0.1 ml de PPD bovina en el pliegue anocaudal: un abultamiento aparecera en
el sitio de inocculacion, si es que la aplicacién fue bien realizada.

. Después de 72 horas se lieva acabo la lectura de la prueba, midiendo con el
vernier el grosor del pliegue donde se inoculd la tuberculina. La diferencia entre
1@ lectura inicial y la final, indican el incremento en el grosor del pliegue y
determinan su clasificacitn.

Resumen de la técnica
Inmovilizar al animal

4
Dejar libre de pelo el sitio de aplicacién

4

Observacion, palpacidn y medicion
del pliegue antes de la inoculacién.

3
Asepsia de la zona a inocular
4
Inoculacién de 1a tuberculina
8
Observacion de resultados a las 72 hrs.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Interpretacién general

Interpretacion de la prueba: los animales que presenten reacciones de mds de 4
mm estaran clasificados como positivos, de 2 a 4 mm como sospechosos y de
menos de 2 mm como negativos.

Interpretacion individual

Se recomienda que los resultados individuales de la prueba tuberculinica
comparativa intradérmica se interprete de la siguiente manera:

Cualquier tumefaccion que muestre la presencia de edema se debe considerar
COMO uUna reaccion positiva

Cuando no se aprecia edema ni tumefaccion y la piel s6lo muestra un aumento
de grosor de un maximo de 2 mm, se debe considerar como reaccidn negativa,
La tumefaccién de la piel con un aumento de 3 mm se debe dlasificar como
dudosa, y aquellas que muestran un grosor de 4 mm o mas, como positivas.

La interpretacién en grupo de los resultados a ia prueba de la tuberculina se
pueden clasificar como se muestra a continuacion:

1.

Animales que muestran una reaccidn positiva o dudosa a la tuberculina aviar y
negativa a la de mamiferos son reactores negativos y pueden permanecer en
el rebafio.

Animales que dan una reaccion dudosa a la tuberculina de mamiferos y
negativa a la tuberculina aviar son reactores indecisos y se les debe gplicar de
nuevo la prueba.

- Animales que muestran una reaccion positiva o dudosa a ia tuberculina aviar y

positiva o dudosd a la tuberculina de mamiferos; si el aumento del grosor de ia
piel, como reaccion a la tuberculina de mamiferos, no es por o menos 4 mm
mas grande que el aumento en la zona donde se aplict la tuberculina aviar, se
deben clasificar como:

a) reactores negativos si estd presente una infeccion no especifica;

b) reactores indecisos y sujetos a una nueva prueba si no se confirma la
presencia de una infeccidn no especifica.

Animales que dan una reaccidn positiva a la tuberculina de mamiferos y
negativa a ia tuberculina aviar, cuando el aumento del grosor de la piel en el
caso de ia tuberculina de mamiferos no excede al aumento de la aviar en mas
de 6 mm, se deben clasificar como:

a) reactores indecisos y sujetos a una nueva prueba si se descubre la
existencia de una infeccién especifica;
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b) reactores positivos y apartados del rebafio si no se confima Ia presencia de
una infeccién no especifica.

. Animales que dan una reaccidon positiva a la tuberculina de mamiferos y
positiva 0 dudosa a la tuberculina aviar; cuando la intensidad de la reaccion
cutdnea a la tuberculina de mamiferos es por lo menos 5 0 6 mm mayor que €l
aumento de la tuberculina aviar, se deben clasificar como:

a) reactores indecisos y sujetos a una nueva prueba si estd presente una
infeccion no especifica;

b) reactores positivos que deben retirarse del rebafio si no se establece la
presencia de una infeccion no especifica.

. En cualquier prueba, ios animales que muestren una reaccién positiva a la
tuberculina de mamiferos, dudosa o negativa a la tuberculina aviar se deben
clasificar como reactores positivos y deben ser apartados del rebafio cuando la
intensidad de la reaccién cutdnea a la tuberculina de mamiferos es mas de 6
mm mas grande que ia reaccion a la tuberculina aviar.
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imagen 49. Esquema de graduacion det calostrémetro

DESARROLLO DE LA PRACTICA

MATERIAL

Calostrometro
Toallas de papel
Caldstro matemo de primer ordefio

Probeta graduada con capacidad para 500 ml ¢ un bote medidor de leche
para2it.

METODO

. Se realiza |a limpieza de pezones para posteriormente ordefiar a la vaca.

Se toma una muestra de calostro de primer ordefio después del parto en la
probeta o en el bote.

Se introduce el calostrdmetro en la muestra, separando la espuma gue se
forma para hacer una mejor lectura de resultados.

Se redliza la lectura cualitativa (color) y la cuantitativa (mg/ml) del
calostrometro en el punto donde emerge del calostro y se anotan los
resultados.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

La calidad del calostro se clasifica de acuerdo a su densidad en tres categorias, se
muestiran en el cuadro 23:

Cuadro 23. Interpretacion de resuftados de calidad de cajostro

El becerro neonato debe ingerir en promedio 3.25 It de calostro con una
concentracion de ac’s de 80 mg/ml dentro de las primeras 15 horas de vida. Lo
que equivale a 4.0 It de calostro con un contenido de anticuerpos de 65 mg/mi
administrados dentro de las primeras 15 hrs de vida y divididos en 2 raciones.
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8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS EN BECERROS
CALOSTRADOS Y NO CALOSTRADOS

INTRODUCCION

El nivel de inmunoglobulinas (Ig’s) séricas en el becerro neonato es un factor que
determina su resistencia a enfermedades infecciosas durante el primer mes de
vida.

Los animales que no han lactado poseen en condiciones normales,
concentraciones extremadamente bajas de Ig’s en el suero. La absorcion exitosa.
de las |g’s del calostro suministra Ig’s séricas.

Las caracteristicas de las inmunoglobulinas varian en funcién, concentracion,
duracién en el organismo, etc., las principales se muestran én el cuadro 24.

Cuadro 24. Caracteristicas de ias inmunoglobufinas

g A g G ig M
Protege cubiertas orgénicas | Protege el espacio | Protege el torrente
excepto piel y pezunas infersticial.  Por (0 que|sanguineo
constituye la linea de
defensa organica durante ef
periodo neonatal.
Elimina agentes infecCiosos | Abundante en calostro de|Gran cantidad en el calostro
del aparato respiratorio, | 1er ordefno

pared del tubo digestivo,
urinario, reproductor y
conjuntiva.

El neonato solo es capaz de
producir esta g hasta el dia
62 de vida

La produccion enddgena por
la cria empieza desde el dia
13 de vida, y en cantidad
suficientes hasta el dia 30

Los becerros producen Ig M
ain antes de nacer, sbio
niveles significativos el dia 7
de vida

Ig A calostral dura en sangre
solo 12 semana de vida.

Dura en la sangre del
becerro 34 dias

Duracién en e! organismo
dei becerro § dias

Presente soio en calostro de
1er ordefio

Numerosas investigaciones han encontrado una relacion entre la supervivencia de
becerros neonatos y una concentracion elevada de lg's séricas; siendo la
mortalidad mayor en aquellas con niveles menores y viceversa. Esta probabilidad
mayor de supervivencia han sido demostradas en enfermedades especificas
propias de becerros, tales como colisepticemia, colibacilosis entérica,
salmonelosis , etc.

En un estudio se encontré que becerros sanos tenian niveles de Ig’s mas altos
que becerros enfermos de diarea y éstas eran inferiores en animales que habian
muerte de este padecimiento. A las 24 horas de vida, los becerros que tuvieron
diarrea y no se recuperaron, tenian 83.7% de los niveles de Ig G de los animales
sanos, y en los que murieron de diarrea era de 66.8%. Los niveles de Ig A en los
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becerros sobrevivientes a diarreas y en animales diarreicos que murieron fueron
de 55.5 y 44.5% con respecto a los valores observados en los becerros sanos.
Esto se resume en el cuadro 25,

Cuadro 25. Niveles de Ig’s de becerros sanos, enfemos y muertos por diairea

Niveles Becerros sanos Becerros Becemros
sanguineos diarreicos diarreicos muertos
encontrados recuperados

igG % 100 83.7 66.8

1gS8% 100 55.5 44.5

Los factores que se listan enseguida determinan el nivel de anticuerpos en el
becerro neonato:

v’ Volumen de calostro producido por Ja madre

La duracion de la gestacion influye sobre la cantidad de calostro producido, ya que
se ha observado que los nacimientos prematuros traen como consecuencia una
cantidad insuficiente de calostro disponible para a cria

Factores como la edad y nimero de lactancias de la madre estén correlacionados
con la cantidad y calidad del calostro producido. También factores ambientales,
tales como alimentacién, clima, manejo pueden infiuir sobre esto.

v Cantidad de calostro ingerido

La cantidad recomendada de calostro que se debe proporcionar corresponde a un
10% del peso del becerro, por ejempia en becerros Holstein-friesian de 3.5 a 4
litros. El cuadro 26 muestra la cantidad ingerida de calostro y los problemas més
comunes presentados al administrarse menos cantidad de la recomendada, asi
como el valor de las pruebas més comunes realizadas para detectar la
concentracién de Ig’s:

Cuadro 28. Relacién entre cantidad de calostro ingerido y presentacién de problemas .

Cantidad IgG IgM IgA Pruebade | Pruebade Problemas
ingerida | (mg/ml) | (mg/m) | (mg/m) | sulfato de |refractometri | mas comunes
de 2inc a
calostro
plasm | Suero
a
10% 30 5 3 30 8 7 Ninguno
5% 15 2 2 15 6 5 Neumonias
2.5% 7 1 1 10 5 4 Diarreas
0% 1 Q 0 5 4 3 Septicemias
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Una cantidad insuficiente de calostro ingeridoc por el becetro cuando es
amamantado en forma natural puede deberse a varias causas, tales como
debilidad de la cria, problemas fisicos en patas o maxilares del neonato; o por
problemas fisicos de la madre como tamafio de la ubre y de la tetas o por
pezones lesionados.

v’ Calidad de! calostro

Para considerar que el calostro que se va administrar a un becerro es de buena
calidad debe realizarse una prueba para determinar densidad y concentracion de
lg’s en el calostro. El cual debe tener una densidad promedio mayor de 1.05 y una
concentracion de Ig’s promedio de 80 mg/mt para poder estar seguros que existe
una transferencia de inmunidad pasiva adecuada. Ya que la concentracién de Ig's
esta relacionado con la absorcidn intestinal.

v’ Absorcién del calostro, los siguientes puntos intervienen en la absorcién del
calostro:

+ Tiempo transcurrido entre el nacimiento y la ingestion de calostro.

Los becerros deben ingerir el calostro dentro de las primeras 24 horas de vida
debido que en estos animales la actividad proteclitica del tracto digestivo es baja y
se reduce aln mas porgue el calostro posee inhibidores de tripsina, por lo que las
proteinas del calostro no se degradan ni se utilizan como fuente de alimento, sino
que llegan intactas al intestino delgado y son absorbidas, para distribuirse via
sanguinea y proveer de inmunidad al neonato. Ademés, la duracién de la
permeabilidad intestinal va en decremento, se considera que en becerros este
periodo alcanza su maximo después del nacimiento y disminuye después de seis
horas; es posible que se deba a que las células intestinales que absorben las Ig’s
se reemplazan por una poblacion de células mas maduras.

Por o anterior, lo méas recomendable es alimentar al neonato con calostrode 2a 6
horas después del nacimiento y posteriormente, proveer de 1.5 a 3 litros en la
segunda toma antes de 12 horas de edad.

¢ Presencia o ausencia de la madre

Uno de los factores que se asocia en la absorcidn del calostro, es {a presencia de
la madre; se ha demostrado que terneras alimentadas con cantidades medidas de
calostro en presencia de la madre, absorben més Ig's que las que se alimentan
con fa misma cantidad, pero en ausencia de la madre.

« Condiciones del medio ambiente

Se debe evitar al maxima situaciones de estrés en el becerro neonato (grado de
confinamiento, climas extremos, etc), ya que al presentarse una situacion de este
tipo da lugar a liberacién de corticosteroides y catecolaminas, bloqueando la
absorcion de Ig’s (principalments Ig A).
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Las condiciones de higiene deben ser las mas adecuadas para evitar la presencia
de patégenos cerca del alojamiento del becerro, ya que hay microorganismos que
pueden ingresar a este antes que el calostro (Rotavirus, E. coli).

La determinacion de Ig’s es util como un método para examinar la condicion de los
becerros adquiridos de centros de recria y para diagnosticar
hipogamaglobulinemia en becerros enfermos, asi como para investigar un
problema de morbilidad y mortalidad en una poblacién de becerros.

Existen diferentes pruebas que determinan la cantidad de anticuerpos en el
becerro neonato, de las cuales 3 son las mas utilizadas: la prueba de
refractometria (imagen 50), prueba de precipitacion con sulfito de sodio, y la
prueba de turbidez de sulfato de zinc.

" Imagen 50. Refractometro

En la presente practica se realizara la prueba de refractometria, la cual mide la
proteina total y constituye un método indirecto pero Util para la estimacion de Ig’s
en el suero. Esta prueba debe utilizarse Unicamente en becerros mayores de 24
horas y menores de 3 semanas de edad y que no esté deshidratado. Las ventajas
de esta prueba son su bajo costo, su sencillez y rapidez, por lo que la hace una
buena opcién para determinar la concentracién de Ig’s en suero cuando se hacen
muestreos de grupo.

DESARROLLO DE LA PRACTICA
MATERIAL
- Tubo vacoutainer sin anticoagulante
- Aguja para vacoutainer
- Algodon y alcohol
- Refractémetro manual
METODO

1. Se van a muestrear dos becerros, uno que haya recibido calostro y otro que no
haya ingerido calostro.
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2. Sujetar al becerro derribandolo (imagen 51), y aplicando presion para
inmovilizarlo y se le estira el cuello para poder punsionar en la yugular.

- 1 ,
Imagen 51. Becerro derribado

3. Una vez inmovilizado se prepara el tubo vacoutainer y en la zona donde se va
a punsionar se limpia con un algodén muy humedecido con alcohol, con el fin
de que el pelo del becerro, que es muy abundante y largo, se pegue y sea mas
facil localizar la vena. Se realiza una ligera presion sobre el cuello para que la
vena resalte y una vez localizada se introduce la aguja (imagen 52, 53, 54).

: L i S kL m
Imagen 52. Introducci aguja a Imagen 53. Tubo vacoutainer llenandose
la yugular

4. Se retira la aguja al obtener la sangre necesaria.

S. Identificar los tubos y dejarlos reposar para obtener el suero
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6. Una vez obtenido el suero se colocan unas gotas en el prisma del
refractémetro (observar la imagen 55 el sitio que sefala la flecha).

Imagen 55. Pn‘sde! refractmetro.

7. Realizar la lectura de titulacion de |a proteina total a partir de la escala del
refractémetro graduada en g/d!.

Resumen de la técnica
Inmovilizacién del becerro
1
Toma de la muestra
4
Obtencién del suero
g

Colocar suero en refractémetro
i
Lectura de resultados
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion de los resultados se realizaran comparando los valores de
proteina obtenidos en la lectura de resultados con los del cuadro 27.

Cuadro 27. Interpretacién de resultados en determinacion de concentracién de Ig’s séricas en
becerros calostrados y no calostrados.

Proteina total Interpretacién Caracteristicas
g/ml
51100 Estos becerros no han|Al exponerse a patégenos sucumbiran con
absorbido Ig’s relativa facilidad. De este grupo de animales
cuando menos un 25% mueren a
consecuencia de septicemias causadas por
patégenos (E. coli) a pesar de ser tratados.
5y 6/100 Se considera  han|Aproximadamente 10% de los animales con
absorbido Ig’s pero no|esta ftitulacion de proteina mueren a
en cantidades | consecuencia de diarreas. Un tratamiento
suficientes. médico adecuado puede salvar un mayor
numero de animales que en el grupo
anterior.
6/100 Estos han absorbido|Las posibilidades de supervivencia son

cantidades adecuadas
delg’s

altas, ya que estos becerros dificimente
desarrollan enfermedad, y si es asi,
responden favorablemente a un tratamiento.
En este grupo |la mortalidad es de 3%.
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GLOSARIO

Adyuvante. Sustancia que, cuando se administra junto con un antigeno,
intensifica la respuesta inmunitaria normal.

Afinidad. Fuerza de unién entre dos ligandos. Por lo general se expresa como
una constante de asociacion (Ka).

Agammaglobulinemia. Ausencia de todas las inmunoglobulinas séricas.

Aglutinacién. Amontonamiento de antigenos particulados por accién de los
anticuerpos.

Alelos. Formas alternativas de un gen.
Alergenos. Antigeno que provoca hipersensibilidad tipo I.

Alergia. Hipersensibilidad inmediata (tipo 1). Aunque la consideran también
para describir cualquier reaccion molesta de tipo inmunolégico o similar.

Anafilaxis. Reaccion de hipersensibilidad inmediata sistémica y grave.
Anticuerpo. Molécula de inmunoglobulina sintetizadas a causa de la exposicion
a un antigeno, las cuales pueden combinarse de manera especifica con ese
antigeno.

Antigeno. Sustancia que puede inducir una respuesta inmunitaria.

Antigenos de grupo sanguineo. Antigenos encontrados en la superficie de los
eritrocitos.

Antisuero. Suero que contiene anticuerpos especificos.

Arthus, reaccién de. Reaccion inflamatoria local, cutanea, debida a una
hipersensiblidad de tipo Ill; es inducida por la inyeccién de un antigeno a la piel
de un animal inmunizado.

Capside. Cubierta proteica de un virus.

Complejo inmunitario. Complejo de antigeno y anticuerpo.

Complemento, sistema del. Complejo sistema de enzimas ligadas y proteinas
aglutinantes, que se activa por diversos factores, en particular por la
interaccion  antigeno-anticuerpo, y que produce una gran variedad de

consecuencias biolégicas, como lisis de las membranas celulares y
opsonizacion.
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Dermatitis alérgica por contacto. Trastorno cutaneo inflamatorio mediado por
células que ocurre como consecuencia de una reaccién de hipersensibilidad
tipo IV frente a células cutaneas quimicamente modificadas.

Determinante antigénico. Area de una molécula de antigeno que estimula una
respuesta inmunitaria especifica contra la cual esa respuesta esté dirigida.
(sinénimo de epitopo).

Difusién en gel. Técnica de inmunoprecipitacién que incluye que los reactivos
se encuentren y precipiten en un gel transparente como agar.

ELISA. Prueba inmunolégica que utiliza antiglobulinas ligadas a enzimas y un
sustrato unido a las paredes de tubos de poliestireno.

Endotoxina. Componente lipopolisacérido de la pared celular de las bacterias
gramnegativas.

Enfermedad hemolitica. Enfermedad que ocurre como consecuencia de la
destruccion de eritrocitos por anticuerpos transferidos al animal joven de su
madre.

Especificidad. Es la capacidad que tiene una prueba serolégica de identificar a
los animales no infectados.

Falsos negativos. Son aquellos animales infectados pero ton resultados
negativos a la prueba.

Faisos positivos. Son aquellos animales no infectados pero positivos a la
prueba.

Genes. Unidades de DNA que codifican ia secuencia de aminoécidos de una
cadena polipeptidica.

Hemaglutinacion. Aglutinacion de eritrocitos.

Hemolisina. Anticuerpo que puede lisar efitrocitos en presencia del sistema del
complemento.

Hemdlisis. Destruccion o muerte de los glébulos rojos de la sangre.

Hipersensibilidad. Respuesta inflamatoria inmunolégicamente mediada contra
un antigenc normalmente inocuo.

Histocompatibilidad, antigenos de. Proteinas de membrana celular necesarias
para presentar el antigeno a las células sensibles a antigenos.
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Homdbloga. Parte similar en estructura, posicion y origen a otro drgano.
Inmunidad. Estado de resistencia a una infeccion.

Inmunizacion. Es fa administracién de un antigeno a un animal con la intencién
de conferirle inmunidad.

Inmunodifusién. Sindnimo de la técnica de difusién en gel

Inmunoperoxidasa. Prueba inmunolégica en la que se utilizan anticuerpos
gquimicamente conjugados con la enzima peroxidasa.

Inoculacion. Administracion de una vacuna por inyeccion o rasgufio.

Isotipo. Sindnimo de clase y subclase. Son los tipos de moléculas de
inmunoglobulina comunes a todos los miembros de una especie.

Lipemia o quiluria. Presencia de grasa en la sangre.
Macréfagos. Células fagociticas que poseen un solo ntcleo redondo.

Neutrdlizacidn. Bioqueo de la actividad de un mmicroorganistho ¢ una toxina
por la accién de los anticuerpos.

Neutrdfilos. Granulocitos polimorfonucleares cuyos granulos no se tifien
intensamente con colorantes acidos o basicos.

Precipitacién. Agrupamiento de moléculas solubles de antigeno por accién de
los anticuerpos; o cual produce un precipitado visible.

Radioinmuncensayo. Prueba inmunolégica gue requiere el uso de un reactivo
marcado con un isotopo.

Reaccion cruzada. Reaccion de un anticuerpo con un antigeno aparentemente
no relacionado, {a cual ocurre debido a que dos antigenos poseen epitopos
comunes.

Reaccion primaria. Es la reaccion inicial contra un téjido extrafio injertado.

Reaccién secundaria. Rechazo de un injerto por un huésped sensibitizado

Receptor. Estructura de la superficie celular que se une especificamente a
sustancias del liquido gue la rodea.

Respuesta inmunitaria primaria. Respuesta inmunitaria que se presenta
después de una primera exposicién a un antigeno.
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Respuesta inmunitaria secundaria. Respuesta inmunitaria que ocurre después
de una segunda o subsecuente exposicion a un antigenoc.

Respuesta secundaria. Respuesta de un animal sensibilizado © un antigeno
extrafio.

Sensibilidad. Es la capacidad que tiene la prueba de identificar corectamente
a los animales que estan o estuvieron infectados.

Serologia. Ciencia de la deteccién de antigenos y anticuerpos.

Suero. Liquido transparente amariliento que se obtiene después que la sangre
ha coagulado y se ha permitido que el coégulo se retraiga.

Titulacién. Medicion de la concentracién de anticuerpos especificos en un
suero, mediante el ensayo de la actividad de anticuerpos de diluciones
crecientes de dicho suero.

Titulo. Es el reciptroco de la dilucibn mas alta de un suero que da una
reaccion deseada en una prueba inmunolégica.

Tolerancia. Ausencia especifica de respuesta inmunitaria hacia un antigeno.

Tuberculina. Extracto del bacilo tuberculoso que se utiliza en una prueba
cutanea de diagndstico de tuberculosis.

Tubérculo. Respuestas inflamatorias persistentes a la presencia de
micobacterias en tejidos.

Vacuna. Suspension de microorganismos viables o inactivados, que se utiliza
como antigeno a fin de conferir inmunidad.
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ANEXO 1
Pruebas de laboratorio de virologia, serologia y biologia molecular para diagnéstico de algunas enfermedades, por
especie.
AVES
TIEMPO MINIMO
ENFERMEDAD PRUEBA PROCEDIMIENTO DE MUESTRA DE LA PRUEBA
LABORATORIO
Cultivo celular Aislamiento viral Traquea, pulmon, rifdén | 72 horas
Inmunifluorescencia Identificacion de virus Traquea, pulmon, rifién | 3 :,oam
BRONQUITIS Seroneutralizacién Determinacion de niveles de 1 ml de suero 5 dias
CORIZA Cultivo Aislamiento bacteriano Cabeza y cuello 72 horas
Cultivo celular Aislamiento viral Traquea, pulmoén, rifién | 72 horas
m.i.f. Determinacion de inmunidad 2 ml de sangre completa | 48 horas
celular (EDTA) g
GUMBORO Seroneutralizacion Determinacién de niveles de 1 ml de suero 8 dias
anticuerpos
HEPATITIS POR Cultivo celular Aislamiento viral Higado 72 horas
CUERPOS DE =
INCLUSION Seroneutralizacion Determinacion de niveles de 1 mi de suero 8 dias
anticuerpos
Cultivo celular Aislamiento viral Traquea 72 horas
LARINGOTRAQUEITIS -
Seroneutralizacion Determinacion de anticuerpos 1ml de suero 8 dias
Cultivo celular Aislamiento viral Traquea, pulmoén, riién | 72 horas
M.I.F. Determinacion de inmunidad 2 ml de sangre completa | 48 horas
celular (EDTA)
MAREK Seroneutralizacion Determinacion de niveles de 5 mi de suero 48 horas

anticuerpos
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AVES (cont)

Cuitivo celular Aislamiento viral Traguea, bazo, cerebro ;72 hrs
NEWCASLTE Seroneutralizacion Determinacion de niveles de Smi de suero 48 hrs
anticuerpos
M.1.F. Determinacién de inmunidad 2 ml de sangre completa | 48 hrs
celular (EDTA}
PASTERELOSIS Cultivo Aislamiento bacteriano Cabeza, traquea, 72 hrs
pulmén
| Aglutinacion en placa | Determinacion de ac’s 1 ml de suero 24 hrs
Cuitivo Aislamiento bacteriano Huevo, ave completa 5 dias
M.LF. Determinacién de inmunidad 2 mi de sangre 48 hrs
SALMONELOSIS celular completa (EDTA)
Cultivo cslular Aislamiento viral Ovario y aviducto 72 hrs
SINDROME DE BAJA Inhibicidn de 1a Determinacion de niveles de 1 mi de suero 2hrs
POSTURA hemoaglutinacién anticuerpos
Cultivo celular Aislamiento viral Cresta y piel 72 hrs
VIRUELA
seroneutralizacion Determinacién de niveles de ac’s | 5 ml de suero 48 hrs
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BOVINOS, OVINOS, CAPRINOS

TIEMPO MINIMO
ENFERMEDAD PRUEBA PROCEDIMIENTO DE MUESTRA O DE LA PRUEBA
LABORATORIO ESPECIMEN
Anillo de Bang Determinacion de ac’s 5 ml de suero 24 hrs
eba de hato)

Contrainmunoelectrofo- | Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs

resis

Fijacion de Determinacion de niveles de ac’s | 5 ml de suero 48 hrs

complemento

Huddlesson Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 24 hrs

| (aglutinacion en placa)

Lenta en tubo Determinacion de niveles de ac’s | 5 ml de suero 72 hrs
BRUCELOSIS | (aglutinacién)

Mercapto-etanol Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 72 hrs

Precipitacion Determinacion de ac’s 5 ml de suero 48 hrs

Rivanol Determinacion de niveles de ac’s | 5 ml de suero 72 hrs

Cultivo celular Aislamiento viral Encéfalo 10 dias
DERRIENGUE

Inmunofluorescencia Identificacién del virus encéfalo 3 hrs

Contra Determinacion de ac’s 5 ml de suero 24 hrs

inmunoelectroforesis
DVB Cultivo celular Asilamiento viral Sangre, ganglio linfatico, | 10 dias

bazo
Cultivo celular Aislamiento viral Fetos abortados, 10 dias
vesicula, exudados

Fijacion de Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs
IBR complemento

Seroneutralizacion Determinacion de niveles de ac’s | 5 ml de suero 8 dias
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BOVINOS, OVINOS, CAPRINOS (CONT)

Contrainmunoelectrofo- | Determinacion de as’s 5 ml de suero 24 hrs
PARATUBERCULOSIS resis

M.LF. Determinacion de inmunidad 10 ml de sangre 48 hrs

celular completa (EDTA)

Contrainmunoelectrofo- | Determinacion de a¢'s 5 mi de suero 24 hrs

resis

Fijacién de Determinacién de niveles de ac’s |5 mi de suero 48 hrs
TUBERCULOSIS complemento

M.LF. Determinacién de inmunidad 10 mi de sangre 48 hrs

celular

completa (EDTA{




CERDOS

ENFERMEDAD PRUEBA PROCEDIMIENTO DE MUESTRA O TIEMPO MINIMO
LABORATORIO ESPECIMEN DE LA PRUEBA
Inmunodifusién Determinacion de ac’s 5 mi de suero 48 hrs
inmunofluorescencia Identificacion de virus Cerebro, médula espinal | 2 hrs
Prueba bioldgica Reproduccién de la enfermedad | Cerebro, médula espinal | 72 hrs
Seroneutralizacion en Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 72 hrs
AUJESZKY cultivo celular
BRUCELOSIS Commbs Determinacidn de ac’'s 5 mi de suero 24 hrs
CISTICERCOSIS Contrainmunoelectrofo- | Determinacion de ac’s § mi de suero 24 hrs
resis
FIEBRE PORCINA Hemoaglutinacién Determinacién de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs
CLASICA Siva
inmunoflucrescencia Identificacion del virus ._.oMm_._mm. bazo, ganglioc |2 hrs
linfatico
GET inmunofiuorescencia Deteccidn del virus Intestino delgado (ileén) |2 hrs
PARVOVIRUS Inhibicién de Ia Determinacion de niveles de ac’s |5 mi de susro 24 hrs
hemoagtutinacion
Cultivo celutar Aislamiento viral 6 dias
SINDROME DE OJO AZUL | tnhibicién de la Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 24 hrs
hemoagiutinacién "
Inmunofluorescencia Identificacién del virus Encéfalo, tonsilas, 2hrs

pulmén




loja
Lo |

EQUINOS m 2
ENFERMEDAD O PRUEBA PROCEDIMIENTO DE MUESTRA O TIEMPO -
ESTUDIO LABORATORIO ESPECIMEN MINIMO DE
PRUEBA

ANEMIA INFECCIOSA Coogins Determinacion de ac’s 5 ml de suero 48 hrs
EQUINA ;

Fijacion de Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs e

complemento > 21
BRUCELOSIS Huddlesson Determinacién de niveles de ac’s | 5 ml de suero 48 hrs 5 _

Electroforesis Determinacion de polimorfismo 10 ml de sangre (EDTA) |7 dias
DETERMINACION DE bioquimico de proteinas del producto y de cada
PATERNIDAD sanguineas uno de los supuestos

padres

ENCEFALITIS EQUINA Inhibicion de la Determinacion de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs
VENEZOLANA hemoaglutinacion

Aglutinacién Determinacion de niveles de ac’s | 10 ml de sangre 24 hrs

ERITROLISIS NEONATAL

completa del semental
(EDTA) y 5 ml de suero
de hembra
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PERROS Y GATOS

ENFERMEDAD PRUEBA PROCEDIMIENTO DE MUESTRA TIEMPO
LABORATORIO MINIMO DE LA
PRUEBA
BRUCELOSIS Fijactén de Determinacion de niveles de ac’s |5 mi de suero 48 hrs
complemento
Hemoaglutinacion ldentificacion de la presencia del |Heces 24 hrs
GASTROENTERITIS virus
HEMORRAGICA POR Inhibicion de la Determinacidn de niveles de ac's | 5 ml de suero 24 hrs
PARVOVIRUS hemoaglutinacién
Hemoaglutinacion Identificacién de la presencia det | 5 m! de suero
asiva virus
MOQUILLO CANINO inmunofluorescencia Identificacién del virus Impronta de cdrnea, y/o | 3 hrs
cergbro
PERITONITIS Precipitacidén Determinacién de ac’s 15 ml de suero 48 hrs
INFECCIOSA
inmunofluorescencia identificacién def virus Cerebro, cerebelo, 2 hrs
glandulas salivales
Prueba biolégica Deteccidn del virus Cerebro, cerebeio, 14 dias
glandulas salivales
Seller Deteccion del virus Cerebro, cerebelo, 30 min
gléndulas salivales
Seroneutralizacién en | Determinacion de niveles de ac's |5 mi de suero 21 dias
RABIA ratén lactante
TOXOPLASMOS!S Fijacién de Determinacién de niveles de ac’s |5 ml de suero 48 hrs
complemento
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ANEXO 2
LINEAMIENTOS PARA LA INTERPRETACION DE PRUEBAS SEROLOGICAS

La interpretacion de los resultados serologicos siempre debe tomar en cuenta los
factores que puedan afectar los titulos, y la presencia de infecciones nuevas o
recurrentes. Por lo que es necesario registrar y considerar la historia de la
vacunacion, la edad y el nimero de parto durante la interpretacién.

Al planear las estrategias de muestreo en la interpretacién de los resultados de las
pruebas serologicas, sera necesario considerar algunos factores referentes a
enfermedades infecciosas, como por ejemplo:

- La presencia de infecciones subclinicas. Algunas veces no existe una
diferencia en la magnitud de la respuesta serolégica, en los titulos, entre los
animales infectados clinica y subclinicamente.

- Diferencias en la virulencia en los aislamientos de ciertos microorganismos.
Las pruebas serolégicas, por lo general, no determinan si la infeccién fue por
un microorganismo muy virulento o uno apatdgeno.

En una situacion interpretativa simple, una prueba positiva en un solo animal
significa que este animal se ha expuesto previamente al antigeno (agente
infeccioso o vacuna). Pero no significa que el animal esté infectado en ese
momento con dicho agente infeccioso. La confianza que se puede depositar en un
resultado positivo 0 negativo depende de:

e Sila prueba es altamente especifica se puede tener confianza de un resultado
positivo.

« Sila prueba es altamente sensible puede tenerse confianza cuando aparezca
un resultado negativo .

A partir de un titulo de anticuerpos en una sola muestra de suero de un solo
animal no se puede determinar mucho, ni obtener informacion Util; solo si el animal
es positivo 0 negativo. Una excepcion es cuando la prueba mide
predominantemente IgM (aglutinacion, fijacion  del complemento,
inmunofluorescencia indirecta especifica para IgM, o ELISA). Debido a que la
respuesta inmune con IgM es de desarrollo y declinacién rapidos, la presencia de
altos titulos infiere un contacto reciente con el antigeno ( de 1 a 5 semanas de
exposicion). Por ejemplo, si ocurren abortos durante la Ultima etapa de la
gestacion, en casos en que se haya efectuado la vacunacién contra la
leptospirosis antes del servicio, la presencia de titulos elevados ( > - 1:400) en una
prueba de microaglutinacion, sugiere una infeccién reciente.
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Los titulos de un solo muestreo de suero a partir de varios animales con historias
clinicas similares solo dan una estimacién de la seroprevalencia hacia el gntigeno.

Generalmente existe suficiente variacion de los resultados dentro de un grupo que
la interpretacién es todavia mas dificil que cuando se trata de un solo animal. A
excepcién de cuando todos los animales tienen titulos sumamente altos.

Los resultados de las muestras de sangre paralelas o seriadas de uno o més
animales son los més faciles de interpretar y por lo general, los que tienen mas
significado. Un incremento de 4 veces o mas en el titulo (por ejemplo de 1:4 con
aumento a 1:16) de una muestra en fase aguda a otra en la etapa de
convalecencia, sugiere una exposicién muy reciente a un antigeno y considerada
con los hallazgos clinicos se puede emplear con fines diagndsticos.

Cuando se tiene grupos de animales y se toman muestras seriadas de sangre,
los resultados de las pruebas serol6gicas pueden dar un panorama muy claro de
infeccién temporal de poblaciones de animaiés con muchos agentes infecciosos.

Si se combinan con observaciones muy cuidadosas de las condiciones clinicas y
con los datos de!l rendimiento, las muestras de sarigre de estos animales se
pueden utifizar para establecer relaciones entre dichos datos y la seroconversién a
diferentes agentes, pudiendo efectuar comparaciones.

e Consideraciones sobre un resultado positivo
Un resultado positivo no necesariamente implica que el animal esté infectado por
un agente. Puede deberse a una vacunacion previa, a inmunidad pasiva por el
calostro © a reacciones cruzadas ¢on otros agentes infecciosos.
Con las pruebas de alta sensibilidad y especificidad como ELISA competitivo, se

obtienen resultados falsos positivos con sueros contaminados, por errores de
manejo de la musstra o de algun paso en el desarroflo de la técnica.
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