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INTRODUCCION

La Inmunologia es una de las muchas asignaturas en la formacion del Médico
Veterinario Zootecnista (MVZ) con contenidos tedricos, para ser abordados en el
saldon de clase, y contenidos practicos para realizar en el laboratorio de docencia.

El “Manual de Practicas de Inmunologia” que aqui se presenta se avoca a los
contenidos practicos de la asignatura y esta pensado como un apoyo didactico al
estudiante de MVZ que le garantiza y facilita aspectos importantes en su formacién
presente, y que puede auxiliarlo en sus tareas a futuro; entre esos aspectos se
pueden resaltar los siguientes:

a) Sus contenidos y procedimientos representan el consenso entre los pro-
fesores involucrados en la imparticidén tedrico-practica de la asignatura.

b) Los procedimientos descritos para el desarrollo de cada una de las prac-
ticas han sido ensayados y estandarizados de tal manera que el estudiante pueda
concentrarse en el desarrollo de los mismos con la certidumbre de obtener los re-
sultados esperados.

c) Al ser un material pensado y preparado por los expertos del area, el es-
tudiante puede conservarlo para usos futuros, como puede ser el desarrollo de su
servicio social, su trabajo de tesis, y hasta como punto de partida si su ejercicio
profesional lo lleva a desarrollar o supervisar alguno, o algunos, de los procedi-
mientos que el Manual contiene.

Si al concluir el curso de Inmunologia, el estudiante releyera lo aqui dicho y
coincidiera, aunque fuera con una parte de ello, el esfuerzo invertido para la rea-
lizacion del Manual se veria sobradamente recompensado.
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I. OBJETIVOS GENERALES
DE LA ASIGNATURA

Que el alumno adquiera los conocimientos elementales de inmunologia, nece-
sarios para la interpretacion de las técnicas basicas de unién antigeno-anticuerpo
en el diagnodstico de enfermedades.

Que el alumno adquiera los principios generales de la inmunoprofilaxis (vacuna-
cion).

Que el alumno comprenda el papel que juega la inmunidad innata y adaptativa
en contra de diversos agentes infecciosos tales como: virus, bacterias y parasitos.

Que el alumno comprenda los mecanismos elementales de la respuesta inmune
y de su regulacién para la comprensién de desérdenes inmunolégicos, enfermeda-
des autoinmunes e hipersensibilidad.

IT. OBJETIVO DEL CURSO EXPERIMENTAL

Que el alumno adquiera los conocimientos elementales de Inmunologia necesa-
rios para la realizacidn e interpretacién de las técnicas basicas de union antigeno-
anticuerpo en el diagndstico de enfermedades.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



ITI. REGLAMENTO GENERAL
PARA LOS LABORATORIOS

REGLAMENTO GENERAL PARA LOS LABORATORIOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

FECHA DE REVISION: 30/06/2014
No. de REVISION: 3
1) Este reglamento aplicara para personal académico, alumnos y laboratoristas.
2) Para todo trabajo realizado en el laboratorio debera utilizarse bata blanca con
manga larga.
3) La tolerancia para el inicio de la sesién de laboratorio sera hasta de 10 minu-
tos a partir de la hora sefalada.
4) Por seguridad, no deben cerrarse las puertas del laboratorio con llave duran-
te las practicas.
5) En todo momento deberd mostrarse una conducta adecuada en el area de
trabajo.
6) Queda prohibido en los laboratorios:
a) Tirar basura fuera del cesto.
b) Ingerir alimentos y/o bebidas.
c) Fumar.
d) Recibir visitas.
e) La entrada a los inter-laboratorios a toda persona ajena a los mismos.
f) Realizar reuniones o convivios en los laboratorios.
g) Salir del laboratorio en el horario asignado para la sesidn experimental.
h) Sentarse sobre las mesas de trabajo.

i) Mover el mobiliario de su lugar.
1)) Utilizar las gavetas para guardar material que no corresponda a la
asignatura.

7) Los residuos peligrosos deben depositarse en los contenedores destinados
para tal fin, entendiendo por residuo peligroso: elementos, sustancias, com-
puestos, desechos o mezclas de ellos que en cualquier estado fisico repre-
sentan un riesgo para el ambiente, la salud o los recursos naturales, por
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sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, téxicas, inflamables o
bioldgico-infecciosas (Art. 3° de la Ley General del Equilibrio y Proteccién del
Ambiente).

8) Dentro del laboratorio no se permite el uso de teléfonos celulares, reproduc-
tores de sonido o cualquier medio electrénico de entretenimiento. El uso de
las computadoras portatiles queda restringido a tematicas relacionadas con
la asignatura.

9) El acceso al laboratorio se permitira Unicamente cuando esté presente uno
de los profesores del grupo.

10) El uso del laboratorio para trabajo extraordinario, deberd programarse con
el profesor responsable en un horario que no interfiera con aquel destinado
para el desarrollo de las practicas.

11) Para solicitar material y equipo, es requisito indispensable que el alumno
llene debidamente el vale de material (FPE-CB-DEX-01-09) y lo entregue a
la persona responsable, dejando como depdsito la credencial vigente de la
UNAM.

12) El alumno debera revisar el material y/o equipo al momento de recibirlo,
indicando cualquier anomalia (faltante o material dafiado) y sera devuelto
en las condiciones en que se recibio, de no hacerlo, se hara acreedor a las
sanciones establecidas en cada laboratorio.

13) Es obligacion de todos mantener limpio y ordenado el lugar de trabajo y todo
el laboratorio.

Vo Bo Comitd de Cabdad de! Departamento de Clencaas Buologeas
Jefe dei Comeé de Cabdad, Or Juan Carics del Ric Garcia
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IV. REGLAMENTO ESPECIFICO PARA
EL LABORATORIO DE INMUNOLOGIA

Dentro del laboratorio estd prohibido:

V.
D

a) El uso de gorras, sombreros, boinas, etc.

b) El consumo de todo tipo de golosinas

C) El uso de lentes oscuros durante la sesidon del laboratorio

El alumno esta obligado a respetar fechas y tiempos sefialados por el profesor
El alumno esta obligado a cooperar con el material que le sea solicitado por
el laboratorio de inmunologia, para la realizacidén de su practica.

La entrega de los cuestionarios se realizara al inicio de cada sesion practica,
y aquellos que requieran de datos obtenidos durante la misma, se entrega-
ran en la siguiente sesion.

Todo material de desecho bioldgico potencialmente infeccioso sera deposita-
do donde le indique el profesor.

El material de cristaleria y plastico contaminado, sera depositado en los re-
cipientes destinados para el mismo.

El alumno con cabello largo debe sujetarselo durante la sesion practica.

CONCORDANCIA CON EL PROGRAMA
TEORIA

Numero ) o Unidad Tematica
L Titulo de la Practica
de Practica en el Programa de la
Asignatura

NUumero y Nombre de la

Introduccion, Importancia de las ,
] L 1. Introduccion a la
1 pruebas inmunologicas en la carrera ,
o oo _ Inmunologia
de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

) ) 1. Introduccién a la
2 Los animales de laboratorio i
Inmunologia

10. Pruebas de

3 Diluciones . .
Diagnostico

11
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Determinacidn de gammaglobulinas ) .
4 3. Tipos de Inmunidad
en el becerro neonato.
7. Inmunidad Humoral
5 Aglutinacion 10. Pruebas de
Diagnostico
o, i 10. Pruebas de
6 Determinacién del grupo sanguineo ) L
Diagnostico
7. Inmunidad Humoral
7 Precipitacion 10. Pruebas de
Diagnéstico
) 10. Pruebas de
8 Inmunofluorescencia ] .
Diagnostico
Pruebas que detectan inmunidad ce- )
9 ., 9. Inmunidad Celular
lular (Intradermoreaccion)
7. Inmunidad Humoral
Andlisis Inmunoadsorbente Ligado a
10 - 10. Pruebas d
una Enzima (ELISA). . Fruebas de
Diagnostico
., ) 12. Vacunas y
11 Elaboracion de bacterina L,
Vacunacion

VI. BIOSEGURIDAD

El nivel de bioseguridad laboral sigue siendo un area de especial interés para el
personal que trabaja en un laboratorio de microbiologia clinica.

Los peligros relativos que entraian los microorganismos infecciosos, estan cla-

sificados por grupos de riesgo, término que se utilizard exclusivamente para el

trabajo de laboratorio. Se describen esos grupos de riesgo.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



Clasificacion de los microorganismos
infecciosos por grupos de riesgo

Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o nulo).

Microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en
el ser humano o los animales.

Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo poblacional bajo).

Agentes patdégenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales
pero que tienen pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal
de laboratorio, la poblacién, el ganado o el medio ambiente. La exposicién en el
laboratorio puede provocar una infeccidon grave, pero existen medidas preventivas
y terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacién es limitado.

Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacional bajo).

Agentes patdégenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales gra-
ves, pero que de ordinario no se propagan de un individuo a otro. Existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces.

Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado).

Agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades graves en el ser humano
o los animales y que se transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o indi-
rectamente. Normalmente no existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces.

Los laboratorios se clasifican en cuatro niveles de bioseguridad . Las designacio-
nes del nivel de bioseguridad se basan en una combinacién de las caracteristicas de
disefio, construccion, medios de contencién, equipo, practicas y procedimientos de

13
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Cuadro 1

LAS PRACTICAS Y EL EQUIPO

; nmunologia Veterinaria (Manual de p

operacion necesarios para trabajar con agentes patégenos de los distintos grupos
de riesgo. En el cuadro 1 se muestran las especificaciones de estos laboratorios.

RELACION DE LOS GRUPQOS DE RIESGO CON LOS NIVELES DE BIOSEGURIDAD,

GRUPO NIVEL DE TIPO DE PRACTICAS DE | EQUIPO DE
DE SEGURIDAD | LABORATORIO | LABORATORIO | SEGURIDAD
RIESGO
1 Basico Ensefianza TMA Ninguno;
basica, trabajo en
Nivel 1 . . .
investigacion mesa de
laboratorio al
descubierto
2 Basico Servicios TMA y ropa Trabajo en
de atencion protectora; mesa al
Nivel 2 . . o . .
primaria; sefnal de riesgo | descubierto
diagndstico, bioldgico y CSB para
investigacion posibles
aerosoles
3 Contencién Diagnéstico Practicas de CSB ademas
especial, nivel 2, mas de otros
Nivel 3 . o . .
investigacion ropa especial, medios de
acceso contencion
controlado y primaria para
flujo direccional | todas las
del aire actividades

14
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4 Contencion Unidades de Practicas CSB de clase

o patégenos de nivel 3, ITI o trajes
maxima peligrosos mas camara presurizados
Nivel 4 de cierre con CSB

hermético, de clase 11,
salida con ducha | autoclave de
y eliminacion doble puerta
especial de (a través de
residuos la pared), aire
filtrado.

TMA: Técnicas Microbioldgicas Apropiadas. CSB: Camara de Seguridad Bioldgica.

Los paises o regiones deberan elaborar una clasificacion nacional o regional de

los microorganismos en grupos de riesgo, teniendo en cuenta los siguientes facto-

res:

1.

La patogenicidad del microorganismo.

El modo de transmisién y la gama de huéspedes del microorganismo. Estos
dos factores pueden depender de los niveles de inmunidad existentes en la
poblacion local, la densidad y los movimientos de la poblaciéon de huéspedes,
la presencia de vectores apropiados y el nivel de higiene ambiental.

La disponibilidad local de medidas preventivas eficaces, entre las que cabe
citar la profilaxis mediante la administracién de antisueros (inmunizacion
pasiva) o vacunas; las medidas de higiene (higiene de los alimentos y del
agua, por ejemplo), y la lucha contra los reservorios animales o los artrépo-
dos vectores.

La disponibilidad local de tratamientos eficaces, que comprende la inmuniza-
cion pasiva, la vacunacién pos exposicién y la administracion de antimicro-
bianos, antiviricos y quimioterapia, y debe tener en cuenta la posibilidad de
que aparezcan cepas farmacorresistentes.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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La asignacion de un agente a un nivel de bioseguridad para el trabajo de labora-
torio, debe basarse en una evaluacién del riesgo. Esa evaluacion tendra en cuenta
el grupo de riesgo, ademas de otros factores, con el fin de determinar el nivel de
bioseguridad mas apropiado. Por ejemplo, un agente patégeno asignado al grupo
de riesgo 2 en general requerira instalaciones, equipo, practicas y procedimientos
del nivel de bioseguridad 2 para trabajar sin riesgo.

No obstante, si ciertos experimentos entrafian la generacidon de aerosoles con
elevadas concentraciones, quiza sea mas apropiado el nivel de bioseguridad 3 para
proporcionar el grado necesario de seguridad, pues garantiza una mayor conten-
cion de los aerosoles en el entorno de trabajo del laboratorio.

Por consiguiente, el nivel de bioseguridad asignado a un trabajo concreto depen-
derd del juicio profesional basado en la evaluacién del riesgo, y no en la asignacién
automatica de un nivel de bioseguridad con arreglo al grupo de riesgo particular al
gue pertenezca el agente patdgeno con el que se va a trabajar.

En el cuadro 2 se resumen los requisitos de las instalaciones en los cuatro nive-
les de bioseguridad.

Cuadro 2
RESUMEN DE LOS REQUISITOS POR NIVEL DE BIOSEGURIDAD

NIVEL DE BIOSEGURIDAD

1 2 3 4
Aislamiento® del laboratorio No No Si Si
Sala que pueda ser descontami-| No No Si Si
nada
Ventilacion:

— Flujo de aire hacia el interior

— Sistema de ventilacion con-
trolada

— Salida de aire con HEPA

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



No

Conveniente

Si
Si
No Conveniente | No Si
No No Si/No® Si
Entrada de doble puerta No No Si Si
Camara de cierre hermético No No No Si
Camara de cierre hermético con | No No No No
ducha
Antesala No No Si -
Antesala con ducha No No Si /No¢ No
Tratamiento de efluentes No No Si /No¢ Si
Autodlave: No Conveniente | Si Si
No No Conveniente | Si
— En el local No No Conveniente | Si
— En la sala de trabajo
— De doble puerta
CSB No Conveniente Si
Capacidad de vigilancia de la se- | No No Conveniente | Si

guridad del personal

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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a Aislamiento ambiental y funcional con respecto del trafico general.
b Segun la localizacidn de la salida de aire (véase el capitulo 4).
c Segun cuadles sean los agentes empleados en el laboratorio.

d Por ejemplo: ventana, sistema de televisidn en circuito cerrado, comunicacién
en dos sentidos.

HEPA: filtracion de particulas aéreas de gran eficiencia (del inglés High-Efficien-
cy Particulate Air).

CSB: camara de seguridad bioldgica.

NORMAS GENERALES DE SEGURIDAD
BIOLOGICA

Las normas generales son comunes para las distintas areas del laboratorio con
nivel de bioseguridad 1y 2 siendo obligatorio su cumplimiento.

El acceso al laboratorio esta limitado a personal autorizado.

e El personal del laboratorio debe implicarse en el cumplimiento de las normas
de seguridad.

e Las puertas de acceso al laboratorio y al drea a debe estar debidamente mar-
cada con la sefializaciéon internacional de riesgo bioldgico como se muestra
en la ilustracion y su nivel de contencion bioldgica, con el nivel 2 (NST2).

Sefal de peligro biolégico

18
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También se senalizaran los congeladores y refrigeradores utilizados para guardar

microorganismos de riesgo de tipo 2.

Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas para mantener la ade-
cuada contencion bioldgica.

El laboratorio estard separado del pasillo de circulacion por un vestibulo.

El laboratorio debe ser ventilado regularmente. El aporte de aire nuevo sera
como minimo de 6.0 m?3 por persona / hora.

Todas las superficies de trabajo se limpiaran y desinfectaran diariamente;
Los residuos y muestras peligrosas, que van a ser incinerados fuera del la-
boratorio, deberan ser transportados en contenedores cerrados, resistentes
e impermeables, siguiendo las normas especificas para cada tipo de residuo
(ver mas adelante).

El area del laboratorio debe permanecer limpia y ordenada.

La Unidad debera disponer de un lavabo para el lavado de las manos que
funcionara presionando con el codo o con el pie.

El transporte de muestras dentro o entre laboratorios se realizara de tal ma-
nera, que en caso de caida, no se produzcan salpicaduras. Lo recomendable
es hacerlo en cajas herméticas o hieleras transportables. Estas deberén ser
rigidas y resistentes a los golpes, disponer de materiales absorbentes en su
interior y de facil desinfeccion.

Deberan estar rotuladas de forma oportuna y no podran utilizarse para otros
fines. Bajo ningln concepto se transportaran muestras en mano.

Todo el personal debe poner especial cuidado en evitar el contacto de la piel
con materiales potencialmente infecciosos. Para ello deben usarse guantes
cuando se manipulen muestras o cultivos que contengan posibles patdégenos.

Los guantes siempre seran desechados antes de salir del area de trabajo. Jamas

se saldra de la misma con los guantes puestos, ni se cogera con ellos el teléfono,

las peticiones, etc.

Inmediatamente después de quitarse los guantes, se realizara un lavado de
manos.

Se usaran gafas protectoras y mascarillas faciales si existe riesgo de salpica-
duras o aerosoles.

Los derrames y accidentes seran informados inmediatamente al supervisor o
jefe del laboratorio y se haran constar por escrito.

e Esta rigurosamente prohibido pipetear con la boca.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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En la zona de trabajo no debe colocarse material de escritorio ni libros ya que
el papel contaminado es de muy dificil esterilizacion.
Es necesario disponer de autoclave.

Las centrifugas deben ser de cierre hermético.

RECOMENDACIONES PARA LA PROTECCION

DEL PERSONAL DE LABORATORIO

No se recomienda el uso de lentillas durante el trabajo en el laboratorio.

Los guantes constituyen la medida de barrera mas empleada para la protec-

cion de manos:

- Sélo deben emplearse para proteccidn contra riesgos bioldgicos vy fisi-
cos (calor o frio), pero no para otras tareas (manejar volantes, teléfo-
no, abrir puertas, etc.).

- Las manos deben lavarse obligatoriamente al quitarse los guantes.

La mascarilla solo tiene utilidad para proteccion frente a polvo (particulas),

aerosoles, gases y vapores quimicos.

La bata o pijama como vestuario de proteccién personal:

- No debe salir fuera de su lugar de uso (cafeteria, calle, etc.).

- Nunca deben ser lavados fuera del recinto hospitalario.

- No es aconsejable el empleo de ropa de calle que aumente la superficie
corporal expuesta (pantalones cortos, sandalias, etc.).

DERRAME ACCIDENTAL

Cubrir con un papel de filtro la zona afecta. Ello permite delimitar con clari-
dad la extension de superficie afecta por el derrame.

Verter sobre del area afecta, con cuidado, hipoclorito a una concentracién su-
perior que la empleada para limpieza (diluida al 1:10). Dejar actuar 20 min.
También puede emplearse compuestos de yodo.

Con guantes retirar los desechos en un contenedor para material infeccioso.
Enjuagar para evitar coloracién residual.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



RECOMENDACIONES PARA LA MANIPULACION DE RESIDUOS

e Los recipientes para desechar los residuos de riesgo en el area de trabajo de-
ben ser rigidos, de volumen inferior a 60 L, impermeables y resistentes a
acidos vy alcalis, de cierre hermético para ser incinerados.

¢ El almacenamiento y transporte deberd hacerse en condiciones seguras. Deben
existir zonas acotadas para su almacenamiento intermedio, especialmente
si los residuos son de riesgo, no superando en ningun caso las 24 h una vez
que se ha cerrado.

e Para los residuos no especificos se utilizardn bolsas de color diferenciadas.

e En el caso de objetos cortantes o punzantes deberan utilizarse recipientes rigi-
dos, resistentes a la perforacion cuyo volumen no supere los 2 L.

REFERENCIAS

1. Organizacidon Mundial de la Salud. Manual de Bioseguridad en el laboratorio.
3a ed.

2. Ginebra 2005 ISBN 92 4 354650 3

3. Borrell N., Mesquida X., Alomar P. Normas de seguridad: Capitulo 17 toma-
do de Micologia Medica Asociacién Espafiola de Micologia. 2007

VII, ACTIVIDADES PREVIAS A LAS
PRACTICAS

El alumno:

a. Debera revisar previamente la practica a realizar.

b. Realizara la lectura complementaria que el profesor le indicara.

c. Debera obtener el material que se requiera para la practica previamente so-
licitado por el profesor.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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PRACTICA 1

INTRODUCCION, IMPORTANCIA DE

LAS PRUEBAS INMUNOLOGICAS EN LA
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y
ZOOTECNIA

INTRODUCCION

El acelerado avance de la inmunologia ha generado el desarrollo de técnicas
gue permiten resultados mas precisos y de métodos de separacién, tanto de com-
ponentes celulares como humorales, Utiles en el diagndstico. En este trabajo, se
tiene como meta proveer las herramientas necesarias para entender estos avan-
ces, junto con los mecanismos implicados en el desarrollo de algunas técnicas de
diagndstico inmunoldgico e interpretacién clinica.

¢Qué importancia tiene el laboratorio de inmunologia para el médico veterina-
rio?, primero tendriamos que definir cudl es el perfil del profesionista. El médico
veterinario zootecnista, es el profesional que aplica técnicas para incrementar la
produccion de alimentos de origen animal, salvaguardar la salud y bienestar ani-
mal a través del establecimiento de diagndsticos, tratamientos y prevenciéon de
enfermedades, evitando su trasmision al ser humano; asimismo participa en la
generaciéon de investigacion Biomédica y en lo relativo a la produccion animal en
diversos niveles.

La produccion y el bienestar animal, para hacerse rentables, requieren la imple-
mentacién de programas encaminados a fortalecer el control y la erradicacién de
las enfermedades infecciosas, es aqui donde el laboratorio de diagndstico toma su
importancia.

El laboratorio le permite al profesionista, contar con las herramientas para es-
tablecer un diagnostico (del griego diagnostikos, que significa: capaz de dis-
tinguir o reconocer) confiable y definitivo de los padecimientos que afectan a
los animales. Para establecer el diagndstico definitivo de alguna enfermedad, se
pueden utilizar diversas metodologias como: la demostracién mediante tinciones
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apropiadas, el aislamiento en medios de cultivo especificos, y la identificacién del
agente etiolégico mediante pruebas fisicoquimicas; ensayos viroldgicos y pruebas
parasicoldgicas especificas. En algunas situaciones, como en el caso de enferme-
dades autoinmunes, no es posible realizar el aislamiento e identificacién del agen-
te, por lo que el diagndstico se establece mediante otros parametros, como son

la deteccidon de anticuerpos especificos, o el aumento del titulo de anticuerpos, la
deteccién de reaccién de los linfocitos T, o bien la deteccidn del agente infeccioso
por métodos inmunoldgicos o de biologia molecular.

Conociendo el agente etioldgico que esta afectando a la granja, podemos esta-
blecer un programa adecuado de vacunacion para controlar en una primera instan-
cia la enfermedad, o implementar el tratamiento correcto.

Cuando un microorganismo penetra en un animal, el huésped lo reconoce como
no propio. En primera instancia el huésped reacciona “activando” una serie de me-
canismos innatos de defensa (secreciones y fagocitosis entre otros), que actuan
como barreras de respuesta primaria; En respuesta al reconocimiento del microor-
ganismo (antigeno), el huésped reacciona produciendo anticuerpos, proteinas del
suero, capaces de interactuar con determinados sitios del microorganismo, que
tenderan a intervenir en su evolucién hasta erradicarlo. En este proceso de recono-
cimiento y de generacidn de respuesta, el organismo también genera la activacion
de células especiales como las células NK, los linfocitos T y los linfocitos B; algunos
actuan sobre las células infectadas, otros reaccionan directamente en contra del
microorganismo y otros cooperan para la formacién de anticuerpos.

El objetivo es, por lo tanto, lograr que un animal sea inmune a una infeccién,
este estado se logra gracias a mecanismos involucrados en la respuesta inmune
del individuo, que pueden clasificarse en:

/ INMUNIDAD INNATA

INMUNODIAGNOSTICO —— RESPUESTA INMUNE HUMORAL

T~

RESPUESTA INMUNE CELULAR
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El diagndstico inmunoldgico se basa en el hecho de que la respuesta inmune de
un animal hacia los diferentes agentes infecciosos, en general, es especifica. Por
este motivo se han utilizado los anticuerpos o linfocitos sensibilizados para deter-
minar si el animal esta infectado o ha estado en contacto con los antigenos de los
agentes, tales como bacterias, virus, hongos, parasitos, alergenos, etc.

Se llama serologia a la ciencia de la deteccién de anticuerpos especificos en los
liquidos corporales. Las pruebas seroldgicas pueden clasificarse en tres categorias
principalmente:

PRUEBAS DE UNION PRIMARIA

Se realizan al combinar antigenos y anticuerpos y luego medir las cantidades de
complejos inmunes formados. Suelen utilizarse radioisdtopos, colorantes fluores-
centes o marcadores enzimaticos para identificar a algunos de los reactivos. Des-
pués de obtener el equilibrio de la reaccién, los complejos inmunes se separan del
material no combinado y se determina la cantidad de marcador presente en estos.

PRUEBAS DE UNION SECUNDARIA

Se trata de pruebas de dos etapas. La primera consiste en la interaccion entre
el antigeno y el anticuerpo, reaccién que se realiza mediante uniones covalentes.
La segunda etapa queda determinada por el estado fisico del antigeno. Asi, los
anticuerpos se combinan con antigenos solubles, en soluciones con condiciones
apropiadas, los complejos precipitan 6 difunden en el medio formando lineas de
precipitacion que son visibles. Si los antigenos, son particulas (por ejemplo bac-
terias o eritrocitos) entonces se aglutinan formando un conjunto de grumos finos
0 gruesos.

En otras circunstancias, la combinacién de antigeno y anticuerpo puede llevar a
la activacion del sistema del complemento, circunstancia que también puede de-
tectarse y medirse.
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PRUEBAS DE UNION TERCIARIA

Cabe sefalar que estas pruebas no son seroldgicas. Cuando el reconocimiento
del antigeno por el anticuerpo o el linfocito sensibilizado ocurre in vivo, pueden
presentarse manifestaciones visibles generalmente de tipo inflamatorio.

Estas reacciones se denominan de hipersensibilidad y pueden ser de tipo tem-
prano (I y II) o de tipo tardio (IV) segun el tiempo que tardan en aparecer, ademas
son la base de las pruebas intradérmicas para el diagndstico.

La validez de la prueba diagndstica evaluada se mide por medio de los pardme-
tros “Sensibilidad™ (S) y “Especificidad™ (E).

SENSIBILIDAD

Este término tiene dos connotaciones:

a) Probabilidad que un animal realmente enfermo sea detectado como tal por la
técnica o también definida como la proporcién de animales realmente enfer-
mos y que la técnica ha detectado como tales.

b) La prueba tiene la capacidad de reconocer niveles bajos de anticuerpos.

ESPECIFICIDAD

Probabilidad de que un animal realmente sano sea detectado como tal por la
técnica o la proporcion de animales realmente sanos y que la técnica ha detectado
como tales.

25
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Cuadro 3

POR ALGUNAS PRUEBAS INMUNOLOGICAS

PRUEBAS PROTEINA (pl/ml)

Pruebas de union primaria
ELISA 0.0005

Radioinmunoanalisis competitivo 0.00005

Pruebas de union secundaria

. CANTIDAD MINIMA DE PROTEINAS (ANTICUERPOS) QUE PUEDE DETECTARSE

Precipitacién en gel 30
Precipitacién en anillo 18
Aglutinacién bacteriana 0.05
Hemaglutinacion pasiva 0.01
Inhibicién de la hemaglutinacion 0.005
Fijacion del complemento 0.05
Neutralizacién virica 0.00005
Actividad bactericida 0.00005
Neutralizacion de antitoxina 0.06

En este trabajo, se cubren las expectativas del programa de practicas dentro
del laboratorio de inmunologia veterinaria que actualmente se imparte en la Fa-
cultad de Estudios Superiores Cuautitlan, tomando en cuenta que existen algunas
practicas, soélo se abordaran de manera tedrica, sin que esto afecte los objetivos
generales de la materia, ya que tomaran en cuenta los procedimientos y aspectos
normativos que aplican para los procedimientos de laboratorio.
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OBJETIVO

Que el alumno adquiera los fundamentos y la metodologia para la interpretacién
y la valoracién de las pruebas de diagndstico comunmente utilizadas en la practica
veterinaria.

BIBLIOGRAFIA

1.- Tizard Ian R, Introduccién a la Inmunologia Veterinaria. 102 edicién.

Elsevier Saunders, 2009.
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PRACTICA 2

LOS ANIMALES DE LABORATORIO

INTRODUCCION

Los animales han sido utilizados por el hombre desde tiempos de la prehistoria
de diferentes formas y con ellos se han llevado a cabo diferentes estudios e inves-
tigaciones.

En las investigaciones biomédicas se precisa la utilizacién de animales de labora-
torio como bio-modelos para comprender la fisiopatologia de las diversas enferme-
dades. El uso de animales de laboratorio facilitd el desarrollo de diversas vacunas
que se aplican en humanos o animales.

Dentro del laboratorio de Inmunologia se precisa entender y comprender la for-
ma de realizar el diagndstico de las enfermedades, haciendo uso de sueros y anti-
sueros sanguineos.

Se define como animal de laboratorio todo aquel individuo que tras ser sometido
a un experimento o investigacion revela resultados que se pueden analizar, confir-
mar y de esta forma ser veraces.

Los animales de laboratorio se pueden clasificar de diferentes formas, y en esta
ocasion la clasificacidon que vamos a considerar se basa en la microbiota que pre-
senta el animal de laboratorio.

OBJETIVO

Que el alumno entienda la importancia del uso de animales dentro de un labora-
torio y aprenda el manejo correcto para inocular al reactivo bioldgico.

Conozca y aplique dentro de su competencia en base a la horma: NOM-062-
Z00-1999. “Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de los
animales de laboratorio.”
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Que aprenda el manejo de animales de laboratorio y su aplicacion en Inmunolo-
gia Veterinaria, desde su inmunizacién hasta la obtencién de sangre y/o suero para
la evaluacién de los anticuerpos producidos.

CLASIFICACION MICROBIOLOGICA

Los animales de laboratorio se pueden clasificar microbioldgicamente en:

Animal Axénico. Animal obtenido por cesarea justo antes de su nacimiento,
amamantado y criado en un ambiente totalmente estéril y que son libres de mi-
croorganismos demostrables (microbiota).

La comida, el agua, el aire, las jaulas y el equipo se deben de esterilizar. Los
técnicos encargados de su mantenimiento utilizan ropa especial y estéril para evi-
tar la contaminacion de los animales.

Animal Gnotobidtico. Aquellos que estan completamente libres de agentes
patdgenos o que pueden hospedar uno o mas microorganismos claramente iden-
tificados.

Animal Libre de Patégenos Especificos (SPF). Animal libre de vida patégena
especifica asociada. Esta adicion se asegura mediante la aplicacién de pruebas mi-
crobioldgicas especificas para los microorganismos que no deben estar presentes.

Animal Convencional. Animal con carga microbiana desconocida e incontrola-
da, son todos aquellos animales criados bajo condiciones ambientales normales no
controladas.

ANIMALES MAS UTILIZADOS
EN EL LABORATORIO

Estos son: ratén, rata, conejo, cobayo, hamster, gerbo, gato, perro y aves.

Los animales que se van a utilizar deben ser seleccionados en base a las caracte-
risticas y necesidades de la investigacién que se va a realizar. Es decir considerar la
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especie, edad, sexo, estado fisioldgico y sobre todo se debe trabajar con animales
sanos, manteniéndolos en las mejores condiciones sanitarias, con instalaciones y
alimentacién adecuadas.

Algunas de las desventajas en el uso de algunos animales es su costo elevado,
la limitacién del espacio para jaulas y los diversos materiales, la infeccion cruzada
entre animales y el riesgo de zoonosis y/o antropozoonosis.

RATON

Para un proceso experimental, el ratdon es un organismo modelo que ofrece mu-
chas ventajas con respecto a otros modelos genéticos como la rata, el conejo vy el
cobayo.

Las ventajas en el uso del ratdn son: que es un mamifero pequeio, gran parte
de sus procesos bioquimicos son similares en el hombre. Tienen un tiempo genera-
cional muy corto, son muy prolificos, se adaptan facilmente a la vida del bioterio,
lo que permite controlar las variables ambientales durante la experimentacion; de
los mamiferos es la especie mejor estudiada desde el punto de vista genético.

Sujecion: Tomandolo por la base de la cola Fig. 1, saque el ratén de la jaula y
apoyelo sobre una superficie rugosa contra la que pueda ejercer resistencia Fig. 2.
Sin soltarlo, tome en forma suave y firmemente la cola entre el dedo mefiique y
la palma de la mano Fig. 3 y luego sujete la piel del cuello con los dedos indice y
pulgar Fig. 4. Levante el animal Fig. 5.

Nota: Tenga especial cuidado con los ratones agresivos, ya que pueden darse
vuelta y morder a quien los estd manipulando.
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Figura 2. Dejar que se sujete a la jaula.

Figura 3. Sujetar al raton por la cola.

Figura 5. Levantar al animal.

Ya puede proceder a manipularlo para realizar alguna inoculacién, sangrado o
bien eutanasia
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RATA

Sujecion: Se utilizan dos formas de sujetar a una rata:

1. Sujetar al animal de la base de la cola Fig. 6, procurando hacerlo sdélo por
lapsos muy cortos, ya que se pueden estresar o impacientar e intentar morder al
manipulador.

2. Apoye la palma de la mano sobre el lomo del animal Fig. 7, colocando el dedo
indice y medio a ambos lados de la mandibula, de forma que la cabeza de la rata
quede entre dichos dedos, impidiendo su movimiento Figs. 8 y 9.

Figura 6. Sujecion por la cola. Figura 7. Sujecion del dorso.

Figura 8. Sujecion de dorso y cuello. Figura 9. Inmovilizacion.

Levanta al animal sujetandolo firmemente, realizando una leve presién debajo
de la mandibula de la rata para prevenir mordeduras Fig. 10 Con la otra mano tome
la parte posterior del cuerpo, levantandolo de la base de la cola para exponer el
abdomen del animal. Fig. 11.
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Figura 10. Levantar al animal. Figura 11. Exposiciéon del abdomen.

3. Otra forma de sujecién se llama de Jareta: tomar la rata apoyando la mano al-
rededor del térax Fig. 12, quedando una de las patas entre sus dedos indice y me-
dio y la otra sobre su dedo pulgar (con el dedo indice realice una presién leve sobre
la mandibula de la rata, para prevenir mordeduras) Fig. 13. Con la otra mano, tome
la parte posterior del cuerpo y levantela, sujetandola firmemente.

Figura 12. Sujetar por el térax. Figura 13. Sujecion de jareta.

CONEJO

Sujecion: También en el caso del conejo existen diferentes formas de sujecidn,
s6lo explicaremos algunas de ellas:

1. Tome con una mano un pliegue de la piel del cuello y el dorso Fig.14, apoye
sobre la otra mano las patas traseras Fig. 15, levantelo de modo que el peso del
conejo esté sobre su mano izquierda Fig. 16. Una vez que esté bien sujeto, ya se
puede llevar acabo el manejo o revision del animal Fig. 17.
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La sujecién incorrecta puede llevar a la produccion de luxaciones e incluso a

fracturas de columna vertebral.

Figura 14. Sujecion del dorso y cuello. Figura 15. Sujecion con ambas manos.

Figura 16. Levantar al animal. Figura 17. Exposiciéon del animal.

2. Para transportarlos en trayectos mas largos debe colocarse el cuerpo del ani-
mal sobre el antebrazo del operador Fig. 18, con la cabeza dirigida hacia el codo
guedando ésta y los ojos tapados (debajo del brazo) Fig. 19. Para mayor confort
del animal, con el dedo indice y medio, se sujetara suavemente los genitales del
conejo al trasladarlo Fig. 20.
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Figura 18. Colocar al animal Figura 19. Dejar la cabeza del animal

sobre el antebrazo. en el brazo.

Figura 20. Sujetar por debajo de

los genitales del animal.

VIAS DE INOCULACION

Para aplicar correctamente una sustancia es importante conocer las diferentes
vias que existen y estas son las siguientes:

Intracerebral, intramuscular Fig. 21, intradérmica, subcutanea Fig. 22, intrape-
ritoneal, ocular, nasal, oral Fig. 23, y por escarificacion.

Es importante considerar la cantidad de inéculo que se va a aplicar, dependiendo
de la especie, edad y via de inoculacién.

Siempre se debe realizar la asepsia del area donde se va a realizar la inocula-

cion.
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Figura 23. Inoculacidn via oral.
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Cuadro 4
VIAS DE ADMINISTRACION DE FLUIDOS Y SUSTANCIAS

ANIMAL VENA VERA VERA VENA "VENA VENA "VENA *VEHA
| RURICULAR | CAUDAL | CEFALICA | FEMORAL | PENEANA | BAFENA | SUBLINGUAL | YUGULAR

Rata i - ; 0 [ [ i
ik N . . . . . e .
Kamster . ; 5 ¥ E : ; +
Cuye g . = # + ¥ i 1
Conspa # i -

Petra . . ¥ $ : + 4 ¥+
Gata - . + + ; + + +
Farcing ¥ . ; . ; . + .
Frimae 0o-| : ' " z : ' '
humased

" Previa anestesia o sedacion

= Farmilico

- Mo permitid

Referencia NOM-062-Z00-1999

VIAS DE EXTRACCION SANGUINEA

Los vasos sanguineos utilizados son diferentes dependiendo de la especie con
la que se esta trabajando. Los mas utilizados son la vena yugular, safena, radial,
coccigea, mamaria, tarsal. También se puede obtener sangre directamente de co-
razon.

El corazdén normalmente se sitla en el térax en la punta del codo en la mayoria
de las especies y puede sentirse o escucharse con un estetoscopio. Si el procedi-
miento no es con fines terminales para el animal (por ejemplo, cuando se sangra
a un mamifero sin cola) entonces se deben observar precauciones asépticas. Cual-
quier suciedad o residuo que pueda contaminar la muestra tendra que ser retirada
en primera instancia.

Siempre se debe limpiar y desinfectar previamente el drea donde se va a realizar
la extraccion de sangre Fig. 24.
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Figura 24. Asepsia en la zona a puncionar.

Las agujas para la puncién cardiaca deben ser suficientemente largas para pe-
netrar en el ventriculo.

Para un solo sangrado (con la recuperacion subsecuente) en animales pequefios,
una aguja de 25 mm x 21-23 G sera suficiente. Para otros animales el tamafio de
la aguja serda aumentado en relacién con el tamano del animal. La puncion cardiaca
para la obtencion de sangre en animales de mayor tamafio como: conejos, proba-
blemente se llevard mejor a cabo con una aguja de 25-50 mm x 18 G acoplada a
una jeringuilla de 10 o 20 ml. También es util tener una o dos jeringas extras listas
que puedan ser acopladas rapidamente a la aguja.

Es comun utilizar este método para sangrias totales, pero también es util para
obtener muestras Unicas de sangre en conejos, ratas, ratones, cobayas, hamsteres
y ocasionalmente en los hurones.
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Cuadro 5
VIAS DE ADMINISTRACION DE FLUIDOS Y SUSTANCIAS

; ] [} v ]

Raon " V= — . — =
o ¥ =
Ramiie : : ] v
Tuye * + ¥ '
COnip . . . . . '
Firto [ i i [
Gate P ‘ i i
Paceing P : i 5
Frimales no + + + +
Rum M

" Privia aniStiESR O $edacn

= Femitido

- No pesrmiido

Referencia NOM-062-Z00-1999
Cuadro 6
VIAS OE ADMINISTRACION DE FLUIDOS ¥ SUSTANCIAS
; 1 ] v ]

[ + ) — = -
e e =
Hamsie : : : v
Tuys * + ¥ '
Lo . . . .
Feitn [ ‘ i i
Gan . i i i
Pateing 5 2 " 5
Fraratie ng- + + + +
Ramargd

" Provia aniSlie 0 sedadion

= FEmitado

- No permeiido

Referencia NOM-062-Z00-1999
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Cuadro 7
VIAS DE OBTENCION DE SANGRE

ANIMAL “CORAZON | SENO ORBITAL VENA VENA CAUDAL | * VENA CAVA
AURICULAR ANTERIOR

Rala * - - + .
Raton * - . *
Jerbo * - -
Hanrsier . - ; | ;
WN = - W £
Eunep " =. W =
Ferm . - - | -
Gato ; : : | -
Forcing - - " - .
Frimaies no
hiumanos

* Prévia anastesia o sedacion

+ Piimiitada

- Mo pemitida
Figura 25. Se coloca decubito dorsal Figura 26. La aguja debera ser
y se introduce una larga aguja a 45° suficientemente larga para penetrar
justo debajo del esterndon hasta el en el ventriculo y se debe mantener
corazon. un vacio en la jeringuilla durante la

entrada de la aguja.
Figura 27. Si se ha tenido éxito
en la puncién, la sangre aparecera
en la jeringuilla. Figura 28. Se obtiene lentamente
la sangre.
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Cuadro 8
VIAS DE EXTRACCION DE SANGRE

ANIMAL

" VENA CAVA

VENA

VENA SAFENA

Rala

POSTERIOR

CEFALICA

FEMORAL
+

Ratda

Jerto

=

Hamster

Cuyo

Conejo

Feme

Zaho

Porging

Primales nd
humanos

| & | & ®| =

4|la|la]|s]s

* Previa anesiesia o sedacion

= Permifido
- No permitido

NOM-062-Z00-1999

PUNCION INTRACARDIACA EN EL RATON

Figura 29. Inicialmente se

anestesia al animal y se

inmoviliza firmemente a una
superficie en decubito dorsal.

Figura 30. Aplicar antiséptico en la

region abdominal para posteriormente
introducir la aguja dirigida hacia

el corazon.
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Figura 31. Efectuar la extraccion Figura 32. Una vez obtenido el

hematica. volumen sanguineo, se extrae
la aguja con mucho cuidado y
se realiza una pequeiia

compresion con una torunda
impregnada de alcohol para
efectuar la asepsia.

PUNCION INTRACARDIACA EN EL CONEJO

Se inmoviliza, se le anestesia y se coloca en decubito dorsal
Rasurar la porcidén ventral del térax y aplicar antiséptico previo a la puncién

Tomando como referencia al esternén y formando un dngulo imaginario de 452
por debajo de la apdfisis xifoidea y con direccién craneal.

L1

Figura 33. Introducir la aguja. Figura 34. Efectuar la extraccion
sanguinea.
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Puncion en la vena marginal de la oreja

Inmovilizar al conejo, sujetandolo con una toalla (enrollando todo su cuerpo con
cuidado, incluyendo las patas).

Introducir al conejo en una caja, jaula o algun instrumento diseflado para este
fin).

| ——

Figura 35. Inmovilizacién del conejo. Figura 36. Ubicacion de la vena

marginal y rasurar la piel sobre
la vena marginal.

Figura 37. Aplicar antiséptico, Figura 38. Introducir la jeringa,
con una torunda impregnada formando un angulo imaginario
de alcohol al 70% o benzal quirdrgico. de 45° con la piel.
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Figura 39. Jalar lentamente
el embolo de la jeringa y obtener
lentamente el volumen sanguineo.

OTRAS VIAS
Rata

Extraccion de sangre a través de la vena lateral de la cola

La técnica es similar en los ratones.

Figura 40. Se efectiia por medio Figura 41. Se frota la cola con agua
fisico de contencion adecuado o a 40°- 45 °C, seguido de un

bajo efecto de anestésicos. desinfectante, secando posteriormente
Es necesaria luz apropiada. con algodon en la region donde

se puncionara.
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Figura 42. La extraccion se

realiza con jeringa de 1 ml y una
aguja de 25 G a 27 G. Las venas

se visualizan dorsal como
lateralmente, la aguja se introduce
en la porcion distal de la cola con
el bisel hacia arriba. Si ocurre
alguna hemorragia subcutanea

es conveniente cambiar el sitio

de puncion.

Figura 43. Se procede a la

extraccion de la sangre lentamente,
una vez terminado se lleva a cabo
la compresion con un algodon con
antiséptico.

Nota: Por ser algo complicada
esta técnica requiere de practica.

Por lo anteriormente expuesto es importante saber reconocer cuando si es ne-
cesario el uso de animales de laboratorio, y estamos obligados a mantenerlos en
las mejores condiciones sanitarias, de alimentacion, con el minimo de stress y de

ser necesario aplicar en forma correcta la eutanasia. No debemos olvidar que los

animales también sienten, aun cuando no se pueden quejar.

La seleccién del método o forma de eutanasia y el agente que sera utilizado ne-
cesita ser tomado en consideracion de acuerdo con la naturaleza y requerimientos
del estudio experimental. Es absolutamente necesario seleccionar un método que

cause el menor sufrimiento a los animales.

Eutanasia: Procedimiento humanitario empleado para terminar con la vida de
los animales de laboratorio, sin producirles dolor, angustia o sufrimiento. Lo que

significa “A BIEN MORIR”
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Cuadro 9

)

ANIMALES

LA e P S

LT ""-:.:'\..- A e A S T T e e

Roedores y olros animales
pequafios

Anestesicos inhalables, CO2, Ar
N2 irradiacion con microondas,
barbitaricos

N2, Ar dislocacion Eewm:ul.
decapiation

Conejos

Anpstesicos  inhalables CO3J,
barbitdricos

N2, Af, disiacacion sarvical,
decapiiacion, pamo calivo penetrants

Pamos

Anestésicos  Inhalables, €O,
barbitinicos

N3, Ar, electrocucion, pemo cautivo

pengirania

(33i05

Anestésicos  Inhatables, CO2,
barbitricos

Ny Ar

Primates

Barbituricos

. Cuadro 9 ap||CACION DE LOS AGENTES Y METODOS DE EUTANASIA

Anestésioos inhalables, o2,
M= Ar

Porcings €0y Pinzas eléctricas seguido de sangrado
inmadiato.
Pistola de pemo cautivo, sequido de
sangrado inmadato (se deben ublizar
canuchos apropiados).
Todas las especies Exanguinacion

N2 (Nitrégeno)

Ar (Argdn)

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

Las jeringas seran canalizadas al contenedor destinado para su almacenamiento

NOM-062-Z00-1999

y posterior eliminacion segun la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002

Las torundas con contenido hematico en una bolsa “Amarilla”, la cual se envia al

incinerador de la facultad para su eliminacion.
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

. Explica cual es la importancia de la utilizacién de los animales de laboratorio
en la Inmunologia

. Describa las instrucciones generales para inocular a los animales.

. ¢Cuales son los animales de laboratorio cominmente utilizados?

Describir los métodos de la obtencion de sangre en las siguientes especies:

a) Conejo b) Rata c) Ave

. Realice un cuadro diferencial de acuerdo a la clasificacion microbioldgica de los

animales de laboratorio.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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GLOSARIO

Anestesia: Ausencia de conciencia y sensibilidad. Estado de inconsciencia indu-
cido, en el que el individuo no percibe dolor, ni tiene conciencia de lo que ocurre.

Asepsia: Ausencia de gérmenes.

Caudal (o distal): Se refiere a la ubicacion mas préxima a la cola. Es una va-
loracion relativa.

Craneal: Se refiere a la ubicacion mas préoxima a la cabeza. Es una valoracion
relativa.

Decubito: posicion del animal apoyando su region ventral, lateral o dorsal sobre
la superficie de trabajo.

Distal (caudal): Ubicacién mas alejada en relacién a la cabeza.

Dorsal: Opuesto a ventral. Ubicado sobre la mitad superior del cuerpo, mas
cerca de la columna vertebral, considerando la posicion cuadrupeda

Sedacion: Relajacién, disminucidn de la reactividad del individuo. Se logra por
métodos quimicos.

Ventral: Opuesto a dorsal. Ubicado sobre la mitad inferior del cuerpo, conside-
rando la posicidon cuadrupeda.

BIBLIOGRAFIA

SAGARPA: Norma Oficial Mexicana para la Produccién, Cuidado y Uso de los Ani-
males de Laboratorio. NOM-062-Z00-1999,
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DEL GRUPO CONJUNTO DE TRABAJO BVA/FRAME/RSPCA/UFAW SOBRE EL REFI-
NAMIENTO Articulo original en Inglés publicado en Laboratory Animals (1993) 27,
1-22.

Guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, Institute of Laboratory
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Mexicana auspiciada por la Academia Nacional de Medicina México, D.F. 2002
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Lépine, Pierre, Manuel des inoculations et prévelevents chez les aniamaux del
Laboratoire Ed. Masson 1964

Exotic Small Mammal Care and Husbandry, Ron E. Banks, DVM, DACLAM,
DACVPM, CPIA, Julie M. Sharp, DVM, Sonia D. Doss, M.Ed., RLATG, Deborah A.

Vanderford, DVM, Editorial Wiley Blackwell, Primer publicacién 2010.
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Refinando los procedimientos para la administracion de sustancias - Edicién en
espanol. Report of the BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group on Refi-
nement, Laboratory Animals (2001), Vol. 35, p.1-41
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PRACTICA 3

DILUCIONES

INTRODUCCION

Una dilucion es la disminucién de la concentracion de una sustancia en una so-
lucién. Esta practica es muy comun en los laboratorios y de ella depende en gran
parte el resultado final analitico que se obtenga. En el laboratorio de Inmunologia
nos permite determinar, entre otros, la presencia y concentracién de anticuerpos o
antigenos, lo cual se puede correlacionar con la situacion clinica o bien la eficacia
de una vacunacion.

Las diluciones generalmente se expresan como una proporcion, por ejemplo:
1:10 (o 1/10), lo que indica que contamos con 1 parte de la solucién original o
soluto mas 9 del solvente. De esta forma disminuimos la concentracién 10 veces.
El factor de dilucién representa el nUmero de veces que fue diluida la solucién con-
centrada, en este caso es de 10.

Una diluciéon indica una proporcion sin importar el volumen en que se encuentra,
asi, una dilucién 1:4 podra estar en 0.5 ml, en 20 ml, en 1 litro, etc. Indicando que
una de las cuatro partes finales (volumen total) corresponde al soluto.

La dilucién, en este caso, se lleva a cabo en un solo paso desde la solucién origi-
nal hasta la solucion final por lo que se conoce como dilucién directa.

Las diluciones seriadas son también muy Utiles en pruebas de rutina clinica e
investigacién. Estas diluciones son aquellas en las cuales se parte de una solucién
concentrada y se va diluyendo en forma secuencial, cada una a partir de la anterior,
manteniendo constante el factor de dilucion.

A diferencia de las diluciones directas que nos proporcionan resultados cuanti-
tativos, estas ultimas nos proporcionan resultados semi-cuantitativos por la gran
cantidad de pasos que contiene, sin embargo, nos permite manejar una gran can-
tidad de concentraciones de forma rapida y sencilla.
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Para reacciones seroldgicas es frecuente utilizar diluciones dobles, triples, cua-

druples, décuples, etc.

Cuadro 10
TIPOS DE DILUCIONES
Base Proporcion soluto: Soluto: Solvente
solucion

Dos 1:2 1+1

Tres 1:3 1+2
Cuatro 1:4 1+3

Diez 1:10 1+9

Las diluciones en base 10 se expresan generalmente en forma logaritmica deci-
mal de la siguiente manera:

Cuadro 11
DILUCION SERIADA LOGARITMICA DECIMAL
1 2 3 4 5
1:10 1.100 1:1000 1:10000 1.100000
0 o o 0 o
10t 1072 103 104 105

Cuando se requiere conocer la concentracién de anticuerpos en un suero o en
cualquier otro bioldgico, se hace uso de las titulaciones. Estas Ultimas se realizan
con diluciones seriadas donde la concentracidn del soluto va disminuyendo suce-
sivamente. El titulo corresponde a la ultima dilucién que da una reaccidn positiva.
De acuerdo a lo anterior, un suero con un titulo 1:20 contiene menos anticuerpos
gue uno con un titulo de 1:500. Lo anterior correlaciona en muchas ocasiones con
la sintomatologia en una infeccion.

OBJETIVO

El alumno conocera y aplicara las diferentes metodologias para llevar a cabo
cualquier dilucion e interpretara las concentraciones de dichas diluciones.
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MATERIAL

REACTIVOS Y SOLUCIONES

- Agua (diluente)

- Agua con colorante (soluto)

EQUIPO

- Micropipetas y puntas de diferente volumen

- Microplaca de diluciones

DIVERSO

- 10 Tubos de ensaye

- Gradilla

- Propipeta

- 1 Pipeta seroldgica de 1 6 2 ml

- 1 Pipeta seroldgica de 5 6 10 ml

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.- Partir de una dilucién inicial (1:1) y preparar una dilucidn doble de la siguien-
te forma:

52

Colocar en 10 tubos de ensaye 1 ml del diluyente (Fig. 44)

Colocar en el primer tubo 1 ml del soluto

Transferir del primer tubo al segundo tubo 1 ml de la solucién (esto corres-
ponde al volumen de transferencia)

Repetir el paso anterior hasta el ultimo tubo

Del tubo 10 eliminar 1 ml de la solucién (Fig. 45)
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Figura 44. Colocar solvente a los tubos y soluto al primero.

mmm mm

DESECHAR

CEIGINAL 1:2

Figura 45. Desarrollo de la dilucion doble.

Chiganad  1:2  1:4 18 1:16

Figura 46. Efecto de la dilucién en el colorante.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



Inmunologia Veterinaria (Manual de p

2.- Preparar una dilucién logaritmica o decimal (1:10)

e Colocar en 10 tubos de ensaye el diluyente, 9 ml a cada tubo

e Colocar en el primer tubo 1 ml del soluto

e Transferir del primer tubo al segundo tubo 1 ml de la solucién (esto corres-
ponde al volumen de transferencia)

e Repetir el paso anterior hasta el ultimo tubo
e Del tubo 10 eliminar 1 ml de la solucién

W(’%f’“’iﬁ. 'avYa"
—IDESECHAR

ﬂ (T
CRIGzIMAL L0 110D 11000 11000
13-1 10-2 1% Io-a

Figura 47. Desarrollo de la dilucion decimal.

Originad BI0 100 101000 EI0O00 1 mm 12 DO
101 10-2 10-3 105

Titulas

T S ——— i oy

'-".-ll B e o A RO W s B e S [

— TS SRR
- —_— - e T e—

Figura 48. Fin de la dilucién.

Nota: El titulo se aprecia en el Ultimo tubo donde se observa la reaccién visible
(Ej. 1X10°%)
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Con los pasos anteriores se pueden preparar diferentes diluciones, por ejemplo:

Para una dilucion triple (1:3), en un volumen total de 6 ml se requiere 1/3 del
volumen, es decir, un volumen de transferencia de 2 ml.

Para una dilucidon quintuple (1:5) en un volumen total de 6 ml se requiere 1/5
del volumen, es decir, un volumen de transferencia de 1.2 ml.

RESULTADOS

Ilustra en cada tubo la diferencia de color de las diluciones realizadas.

Anotar en los cuadros 12 y 13 la concentracién de cada tubo.

Dilucion 1:2

Esquema 1

Cuadro 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TUBO

Concentracion

Volumen de transferencia= ml. Titulo =
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Dilucion 1:10

Esquema 2

1 2 3 4 g b 7 B 0 10
Cuadro 13
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TUBO
Concentracion
Volumen de transferencia= ml. Titulo =

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

El contenido de los tubos seran depositados en un contenedor destinado al al-

macenamiento de estos, hasta su canalizacion a la empresa contratada por la Uni-
versidad para este fin.

Las puntas de la micropipeta, las pipetas y los tubos vacios se colocaran en un

recipiente el cual contendra cloro al 1% para la inactivacion de los mismos y su
posterior esterilizacion y posible reciclado.

Los procedimientos de eliminacién de los residuos se realizan segun la norma

oficial mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1.- ¢Cual es la importancia de saber realizar diluciones en inmunologia?

2.- ¢{Para qué sera importante conocer el titulo de Anticuerpos o Antigenos den-
tro de una muestra?

3.- El que un animal presente un titulo elevado de anticuerpos sera indicativo
de que el animal esta enfermo o vacunado, ési 0 no y porque? Fundamenta tu res-
puesta.

4.- Investiga en que pruebas inmunoldgicas se aplican las diluciones de suero.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
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PRACTICA 4

DETERMINACION DE GAMMAGLOBULINAS
EN BECERRO NEONATO

INTRODUCCION

Las becerras son el futuro de cada rancho, por lo tanto deberan ser protegidas
en forma natural desde el nacimiento a través del consumo de calostro durante
las primeras 48 hrs. Debido a que en las especies de placentacion completa (vaca,
yegua, cerda, oveja), no hay pasaje de anticuerpos (Acs) por esta via, es impor-
tante el consumo de calostro durante las primeras horas de vida. Ocasionalmente
no ingieren la cantidad adecuada de calostro y presentan deficiente nivel de inmu-
noglobulinas. Esta es una etapa critica con una elevada morbilidad y mortalidad
gue se presenta en los becerros en el periodo comprendido entre el nacimiento y
el destete, por lo tanto si no se recibe alguna ayuda inmunoldgica, el animal recién
nacido puede sucumbir rapidamente ante microorganismos como Escherichia coli,
Salmonella sp, Coccidias, Cryptosporidium y Coronavirus fundamentalmente

El sistema inmunitario del feto aunque funcional, no es estimulado, y no sinteti-
za por lo tanto inmunoglobulinas.

Después del nacimiento el becerro se pone en contacto con un medio rico en
microorganismos y desprovisto de inmunoglobulinas que lo protejan.

La determinacién de inmunoglobulinas es util como un método para examinar
la condicién de los becerros adquiridos por los centros de recria, asi como para
diagnosticar una hipogamaglobulinemia en el becerro enfermo y para investigar un
problema de morbilidad y mortalidad en la poblaciéon de neonatos.

OBJETIVO

Que el alumno aprenda a realizar algunas técnicas de cuantificacion de anti-
cuerpos en un becerro neonato y con ello forme un criterio para evaluar el estado

inmune de los animales y su posible permanencia a futuro dentro de la explotacion.
59
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MATERIAL

. EQUIPO

- Espectrofotémetro

REACTIVOS

- Solucién de sulfito de sodio en las siguientes concentraciones:
A. Solucion al 14%
Sulfito de sodio anhidrido.................... 149
Agua destilada, aforara...........c.ceveneen. 100 ml
B. Solucion al 16%
Sulfito de sodio anhidrido.................... 16 g
Agua destilada, aforara...........c.coeeneen. 100 ml

C. Solucion al 18%

Sulfito de sodio anhidrido.................... 18 g
Agua destilada, aforar a...........c.cevvnnenn 100 ml
BIOLOGICO

- Un ml de suero de becerro neonato

Nota: Es indispensable para estas pruebas que la muestra sea de SUERO y no
de PLASMA ya que este contiene proteinas que precipitarian con las inmunoglobu-
linas dando falsos resultados.

Igualmente la presencia de anticoagulantes (heparina, EDTA, etc.) causa altera-
ciones en los resultados. La hemodlisis parcial no altera los resultados de la prueba.
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e Tres tubos de ensaye de 5 a 10 ml de capacidad

e Tres pipeta de laboratorio o jeringas de 1 ml de capacidad
e Una pipeta o jeringa de 1 ml y de 5ml de capacidad

e Una gradilla

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Existen diferentes pruebas que determinan la cantidad de anticuerpos en el be-
cerro neonato, sélo veremos algunas de ellas, que son muy sencillas, rapidas y de
buena confiabilidad para la cuantificacion:

1.- Prueba de precipitacion del sulfito de sodio

2.- Prueba de turbidez del sulfato de zinc

1. PRUEBA DE PRECIPITACION DE SULFITO DE SODIO

Esta prueba se basa en la precipitacidon de las inmunoglobulinas del suero por
las sales de sulfito de sodio, al ponerse en contacto: se realiza con un minimo de
equipo y constituye un método rapido de alta precision capaz de ser usado en con-
diciones de campo.

La prueba de sulfito de sodio es util cuando se usa sobre animales de 24 hrs. a
3 semanas de edad, Su interpretacion es de tipo objetivo y tiene un porcentaje de
confiabilidad del 93% aproximadamente.
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Figura 49. En cada uno de los Figura 50. Al primer tubo se le aiade

tres tubos de ensaye se coloca 1.9 ml de solucién de sulfito de sodio
0.1 ml de suero de becerro al 149%, utilizando una de las pipetas
con la jeringa o pipeta de 1 ml de 5 ml de capacidad. Con el segundo
de capacidad. y tercer tubo se hace lo mismo,

aiadiéndoles las soluciones al 16%
y al 18% y utilizando dos pipetas

diferentes.
Figura 51. Se mezcla bien el contenido Figura 52. Se observan los tubos y de
de los tres tubos y se dejan acuerdo al nimero de estos en que
a temperatura ambiente por espacio ocurrié la precipitacion, se interpretan
de una hora. los resultados.

INTERPRETACION DE LA PRUEBA

A.- Si la precipitacién no ocurre en tubo alguno u ocurre sdlo en el tubo con
18% de Na,SO, (Fig. 53), el becerro tendra una concentracién menor a 5 mg de
inmunoglobulinas totales por ml de sangre; es decir que ha habido una falla en la
transferencia pasiva de inmunoglobulinas al neonato y son insuficientes. Un buen
numero de los becerros mueren a consecuencia de septicemia y diarrea por falta
de un adecuado titulo inmunoprotector.
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. . Fig, 55
Figura 53. PreCIplta%lon en el tubo con 18%.
Prueba de precipitacion de sulfito de sodio

B.- Si la precipitacion ocurre en los tubos con el 16% y el 18% de Na ,SO,, el
becerro posee entre 5 y 15 mg de inmunoglobulinas totales/ml de sangre. Estos
becerros pueden mantenerse sanos si la exposicién a agentes patégenos es redu-
cida, y en el caso de enfermar (principalmente de diarrea) pueden salvarse con

tratamiento adecuado (Fig. 54)

Fig. M2
Figuas 4] RBHEIOHpBYitiFa Sehlitabds 28{P18%.

Reaccion positiva en tubos 16 v 18%
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C.- Si la precipitacion ocurre en los 3 tubos, 14%, 16% y 18%, entonces el nivel
de inmunoglobulinas séricas totales sera mayor a 15 mg/ml. Estos animales aun
en el caso de desarrollar diarrea, responden favorablemente al tratamiento y son
los mejores candidatos para la crianza (Fig. 55)

Fig. 77
PFigura 85.pReagdidn igositiva enitoss: bk,
Reaccidn positiva en los 3 tubos

2. PRUEBA DE TURBIDEZ CON SULFATO DE ZINC

La prueba de turbidez del sulfato de zinc, a semejanza de la prueba de precipi-
tacion de sulfito de sodio, se basa en la precipitacion de las inmunoglobulinas al
entrar en contacto el sulfato de zinc con el suero.

El grado de turbidez desarrollado por la reaccién tiene una correlaciéon de 0.96%
con el contenido de la IgG o IgM del suero.

Sin embargo, esta prueba puede verse afectada por la temperatura ambiente, el
periodo de incubacién, la presencia del biéxido de carbono en el reactivo y el grado
de hemodlisis de la muestra.
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MATERIAL

REACTIVOS
104 mg de sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0O,.7H,0)

500 ml de agua destilada hervida por 15 min. para remover el biéxido de car-
bono.

BIOLOGICO

1 ml de suero de becerro.

EQUIPO

Figura 56. Espectrofotometro. Figura 57. Espectrofotometro.

DIVERSO

1 frasco de 500 ml de capacidad, color @mbar, con tapdn de hule
Tubos de ensaye de 10 ml de capacidad
1 jeringa de 10 ml de capacidad con aguja del numero 20

Una pipeta o jeringa de 1 ml de capacidad con graduaciones de 0.1 ml
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PREPARACION DEL REACTIVO

Se colocan 104 mg de sulfato de zinc heptahidratado dentro del frasco color am-
bar y se afiade agua destilada, (previamente hervida y a temperatura ambiente)
hasta llegar a la marca de los 500 ml, se cierra con el tapén de hule inmediatamen-
te y se agita hasta lograr una dilucién total de la sal. Se fija el tapdn a la botella por
medio de tiras de tela adhesiva para un buen sellado.

PROCEDIMIENTO

Figura 58. Se toma 0.1 ml de suero Figura 59. Se agita suavemente la muestra
y se coloca en un tubo de ensaye al y se deja incubar por una hora
cual se le agrega 6 ml de solucién a temperatura ambiente de 20 °C.

de sulfato de zinc, utilizando la jeringa
de 10 ml, con aguja calibre 20. Esto es
con el objeto de hacer un orificio lo mas
pequeino posible y evitar la entrada de
bioxido de carbono al frasco.

Figura 60. Calibracion Figura 61. Lectura.
del espectrofotometro. Se lee el grado de absorbancia (turbidez)
Se calibra el espectrofotometro a 0, a una longitud de onda de 660 nm en

utilizando un tubo control con el reactivo el espectrofotometro.
de sulfato de zinc. A continuacién

se mezcla bien el contenido del tubo

prueba y se realiza la lectura.
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Figura 62. Resultado. El resultado se multiplica por 10 y se expresa con el nimero de

unidades de turbidez de sulfato de zinc (UTSZ2).

INTERPRETACION DE LA PRUEBA

El niUmero de UTSZ corresponde a los miligramos de inmunoglobulinas totales
por mililitro de suero y se relacionan con las posibilidades de supervivencia del be-
cerro, como se detalla a continuacién.

Menos de 10 UTSZ (menos de 10 mg/ml)

Estos niveles son insuficientes para proteccién adecuada, ya que una alta canti-
dad de los animales el 60% muere a causa de septicemia (30% por E. coli a pesar
de recibir tratamiento).

De 10 a 20 UTSZ (de 10 a 20 mg/ml)

Aproximadamente el 20% de los becerros sucumben a causa de la accion de
organismos patdgenos sobre mucosa intestinal (diarrea principalmente).

Mas de 20 UTSZ (mas de 20 mg/ml)

Este es el nivel minimo necesario para lograr una lactacién exitosa en el neona-
to. Solo un reducido porcentaje de estos becerros el 7% mueren a consecuencia
de diarreas y deshidratacion.
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A medida que aumentan los niveles de anticuerpos, la mortalidad por causas in-
fecciosas se reduce hasta eliminarse por completo cuando los animales sobrepasan
las 40 UTSZ.

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

El contenido de los tubos con suero y los reactivos adicionados como el Sulfito de
Sodio al 14%, 16% y 18% y el Sulfato de zinc seran depositados en un contenedor
destinado al almacenamiento de estos hasta su canalizacién a la empresa contra-
tada por la Universidad para este fin.

Las puntas de la micropipeta, las pipetas y los tubos vacios se colocaran en un

recipiente conteniendo cloro al 1% para la inactivacion de los mismos y su posterior
esterilizacion y posible reciclado.

Las jeringas seran canalizadas al contenedor destinado para su almacenamiento
y posterior eliminacion segun la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002

RESULTADOS

Titulo de suero No. 1.-

Titulo del suero No. 2.-
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1. ¢Qué beneficio se obtiene en la explotacion bovina si establecemos rutina-
riamente la realizacidn de pruebas que cuantifican los niveles de anticuerpos que
poseen los animales recién nacidos?

2. ¢Cuales son las principales enfermedades que puede presentar un becerro
neonato si tuvo una pobre ingesta de calostro al nacimiento?

3. éCOmo reportamos (indicando titulo y nivel de proteccion) a un animal en el
que se detectd que su suero formd grumos en los tubos con el 16% y 18% en la
prueba de Sulfito de sodio?

4. ¢{Cuantas UTSZ debera presentar el suero de un becerro debidamente inmu-
noprotegido?
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5. ¢Se puede utilizar para la determinacién de anticuerpos por la prueba de

. Sulfato de Zinc un suero con una breve hemolisis?
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PRACTICA 5

AGLUTINACION

INTRODUCCION

La aglutinacion es el resultado de la unidn antigeno-anticuerpo en la cual el an-
tigeno es particulado e insoluble como bacterias y eritrocitos. Los anticuerpos se
combinan con rapidez con las particulas antigénicas (interaccién primaria) tradu-
ciéndose en la formacion de grumos o aglutinados que se pueden observar a simple
vista (interaccion secundaria).

Los anticuerpos del isotipo IgM son considerablemente mas eficientes que los
IgG en estas pruebas de diagndstico, sin embargo, en los procedimientos conven-
cionales no es posible diferenciarlos recurriéndose a pruebas mas especificas para
ello, como la prueba de rivanol utilizada para el diagndstico de la Brucelosis bovina.

Los anticuerpos generalmente se obtienen del suero, pero también se pueden
obtener de las siguientes fuentes

a) Leche entera (no pasteurizada)
b) Sangre completa

c) Yema de huevo

d) Exudado vaginal

La aglutinacion es una técnica tanto cualitativa como cuantitativa. La podemos
dividir en dos tipos:

a) Aglutinacion directa
b) Aglutinacion indirecta

OBJETIVO

Que el alumno realice la técnica de aglutinacidn directa para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas de interés veterinario.
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AGLUTINACION DIRECTA

La aglutinacion directa es una técnica de diagndstico utilizada para el recono-
cimiento de enfermedades infecciosas de origen bacteriano, como la Brucelosis,
Salmonelosis Aviar, Micoplasmosis Porcina y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS

El método oficial para el diagndstico seroldgico de la brucelosis bovina, esta ba-
sado en pruebas de aglutinaciéon directa, debido a que estas técnicas presentan una
alta especificidad y sensibilidad, unidas a su bajo costo y rapida realizacion.

Para el diagndstico de la brucelosis se han desarrollado una serie de técnicas que
estan incluidas en la norma oficial NOM-041-Z00-1995 Campafia Nacional contra
la Brucelosis en los Animales.

PRUEBAS DE AGLUTINACION AUTORIZADAS EN LA CAMPANA
NACIONAL CONTRA LA BRUCELOSIS

a) Prueba de Bang o de anillo en leche

b) Prueba en tarjeta

c) Prueba de rivanol

a) PRUEBA DE BANG O DE ANILLO EN LECHE

La prueba de anillo en leche, es una prueba de sondeo que se realiza a nivel de
hato, se usa para el diagnédstico en zonas libres, sospechosas e infectadas.

Esta prueba se realiza en muestras obtenidas de botes colectores o enfriadores
de leche (esta técnica y con los reactivos empleados no es util para leche de cabras
0 borregas).
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MATERIAL

. BIOLOGICO

Figura 63. Antigeno para la prueba de anillo en leche.

- Cepa Brucella abortus 1119-3 a una concentracién de 4.5% tenido con hema-
toxilina.

- Leche: debe refrigerarse entre 2 a 5 °C al menos por 12 horas con un maximo
de 72 horas antes de realizar la prueba.

EQUIPO

- Estufa bacterioldgica o bafo maria a 37 °C

DIVERSO

- Tubo de ensaye con tapdn de hule o baquelita de 13 X 100 mm
- Gradilla
- Pipeta seroldgica de 5 ml de capacidad

- Gotero para 0.03 ml
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MATERIAL SOLICITADO AL ALUMNO

-Guantes de latex para cirugia no estériles

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. La leche y el antigeno deberan permanecer de 30 a 60 min a temperatura
ambienteb(20-25 °C) antes de efectuar la prueba. Colocar el tubo en la gradilla e

identificarlo con el nimero de la muestra problema.

Figura 65. Agregar con el gotero,

Figura 64. Depositar en el tubo
una gota de antigeno en el tubo.

1 ml de la leche problema, utilizando
la pipeta de 5 ml.

Figura 67. Incubar en estufa
bacteriolégica a 37 °C durante 30-60 min,

o en bafio maria.

Figura 66. Mezclar la leche y el
antigeno mediante la inversion del
tubo por tres ocasiones, haciéndolo

suavemente.
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Figura 68. Realizar la lectura de la prueba.

LECTURA DE LA PRUEBA DE ANILLO EN LECHE

Resultado positivo: El antigeno aglutinado se observa en la superficie forman-
do un anillo azul y la columna restante blanca.

Resultado negativo: No se observa cambio, el tubo con leche se observa uni-
formemente coloreado (azul).

En el caso de los caprinos, el anillo se observa tanto en la parte inferior como
en la parte superior del tubo, razén por la que no se utiliza esta prueba, en esta
especie.

Principales factores que influyen en los resultados obtenidos de la prue-
ba de anillo en leche:

e El porcentaje de grasa que contiene la muestra.

e La excesiva agitacion de la muestra.

e Tiempo y temperatura de almacenaje. Las muestras de leche pueden con-
servarse en perfecto estado si se almacenan a 4° C durante 72 horas, tem-
peraturas mas altas y tiempos mas prolongados pueden causar pérdida de
anticuerpos.

e Modificar las cantidades marcadas por la técnica.
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Reacciones falsas positivas

1.- Leche recientemente ordefiada
2.- Leche de vacas con mastitis.

3.- La presencia de calostro o sangre

4.- Leche de vacas en lactacion no infectadas, que hayan sido vacunadas dentro
de los tres meses anteriores al muestreo con la vacuna Cepa B19.

b) PRUEBA DE TARJETA

La prueba de tarjeta es también llamada Card-test o Rosa de Bengala. Debido
a las condiciones acidas del antigeno, esta prueba detecta Unicamente IgG espe-
cifica para Brucella sp., ya que las IgM son desnaturalizadas.

Es una prueba tamiz de tipo cualitativo simple y rapida, debido a que puede rea-
lizarse sin requerir equipo especializado y no es necesaria mucha experiencia para
su interpretacién; es util en el reconocimiento de la infeccidn temprana y puede
usarse como prueba inicial de seleccidn, ya que detecta mas rapido los sueros po-
sitivos a la infeccidn; Es un método excelente para trabajar sueros a gran escala.

Es importante mencionar que este método de prueba esta indicado en el diagnds-
tico de la brucelosis caprina utilizando el antigeno comercial al 3% (PRONABIVE).

En animales con infeccion natural, la prueba de tarjeta normalmente es positiva,
seguida por la prueba de rivanol. Las reacciones positivas falsas se estiman entre
el 1 y 3 %, dependiendo del nivel de infeccién y de los antecedentes del rebafo.
Las reacciones falsas negativas se estima que oscilan entre 1 - 2%, por lo que la
prueba es confiable.
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MATERIAL

. BIOLOGICO

- Antigeno de tarjeta. Es un antigeno brucelar amortiguado estable, que consiste
en una suspension de Brucella abortus cepa 1119-3 con una concentracién 8% en
un amortiguador de lactato, a un pH de 3.5 +/- 0.05 y tefiida con rosa de Bengala.

- Suero problema

Fig No. 1 Antigeno de tarjeta
Figura 69. Antigeno de tarjeta y suero problema.

EQUIPO

- Un aglutinoscopio (utilizando luz indirecta al realizar la lectura)

- Placa de cristal con cuadricula de 3 x 3 cm
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Figura 70. Aglutinoscopio y placa de cristal.
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DIVERSO

- 2 goteros o jeringas insulinicas

-Palillos de madera

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 71. Sacar el suero problema, Figura 72. Se depositan 0.03 ml
suero control y el antigeno del de suero sobre la placa o tarjeta
refrigerador y dejar a temperatura en cada cuadro.

ambiente durante 30 a 60 minutos
antes de realizar la prueba.

Figura 73. Agregar el reactivo a un Figura 74. Se depositan 0.03 ml de
lado del suero y mezclar con un palillo. antigeno sobre la placa o tarjeta.
Se mezclan con un palillo
en forma circula.
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Figura 75. Después de mezclados, Figura 76. Pasados los 4 min,
se imprime a la placa un ligero proceder de inmediato a efectuar
movimiento de vaivén, o bien la lectura.

utilizando un aparato mezclador,
durante 4 min (cuidando que no
se mezclen entre si las pruebas).

2 e 1867 i

Figura 77. Observacion de la aglutinacion.

INTERPRETACION

Resultado negativo: Se aprecia un color rosado uniforme sin aglutinacién ni
formacion de grumos.

Resultado positivo: Se consideran positivos todos aquellos sueros que presen-
tan aglutinacién, desde grumos apenas perceptibles hasta la formacion de grumos
muy evidentes. Los grumos se aprecian tefiidos y el liquido se observa semitrans-
parente.

Los sueros con resultados positivos deberdn pasar a una segunda prueba confir-
matoria. En el caso de los bovinos, la prueba confirmatoria es la de rivanol o la fija-
cion de complemento. Esto es lo que marca la campafia contra la brucelosis bovina.
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c) PRUEBA DE RIVANOL

Esta prueba fue desarrollada por Anderson (1964), basada en que el rivanol,
que es un colorante de acridina, tiene la capacidad de precipitar las proteinas del
suero bovino. Mediante el uso de cantidades iguales de suero y una solucién al 1%
de rivanol, se forma un precipitado (que contiene la IgM) y el sobrenadante que
contiene exclusivamente las IgG.

MATERIAL

BIOLOGICO

- Antigeno de Brucella abortus especial para la prueba de Rivanol, que contiene
4% de células por volumen con un pH de 5.8 a 6.2

- Suero problema, Sueros controles (+ vy -)

Figura 78. Reactivo.

REACTIVOS

- Una solucidn al 1% de rivanol (lactato 2-etoxi-6,9 diaminoacridina). Se debe
almacenar en refrigeracion a 4-6° C

EQUIPO

- Un aglutinoscopio (utilizando luz indirecta al realizar la lectura)

- Centrifuga
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- Balanza granataria de dos platos

- Una placa de cristal

DIVERSO

- 1 Pipeta seroldgica (1.0 ml graduadas en centésimas)
- 1 Pipeta serolégica (1.0 ml graduada en décimas)

- 2 jeringas o goteros

- Tubos de ensaye de 13 X 100 mm

- Una gradilla

- Palillos de madera

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 79. Con una pipeta colocar 0.4 ml Figura 80. Con una pipeta colocar
de la soluciéon de suero en cada tubo. 0.4 ml de rivanol en cada tubo.
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Figura 81. Mezclar inmediatamente Figura 82. Se incuban a temperatura
agitando el tubo. ambiente durante 20 a 30 min.

Figura 83. Centrifugar a 2000 RPM Figura 84. Con una pipeta serologica

durante 5 min. (centesimal) se toma el sobrenadante
y se coloca en los cuadros de la placa
de vidrio las cantidades de 0.08; 0.04;

0.02 y 0.01 ml.
Se agrega una gota de 0.03 ml del
PO antigeno a cada dilucién y se mezcla
ol . con el palillo de madera a partir
= o de 0.01 hasta 0.08 ml.
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Figura 85. Se incuba durante 12 min
a temperatura ambiente.
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Figura 86. Al cabo de los primeros 6 min. se mueve la placa en forma rotatoria.

Transcurridos los 12 min se mueve nuevamente la placa y se realiza la lectura.

LECTURA DE LA PRUEBA

Figura 87. Resultados.

La prueba se considera positiva cuando hay aglutinacién de cualquier grado

El resultado se expresa como la dilucion mas alta en la que se observa agluti-
nacion.
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Las diluciones corresponden con los titulos como sigue:

Cuadro 14
Volumen de la gota Dilucion
0.080 1:25
0.040 1:50
0.020 1:100
0.010 1:200

Negativos no hay evidencia de aglutinacion.

INTERPRETACION

En animales vacunados: la aglutinacién completa en una dilucién mayor o igual
a 1:50 sera positiva.

En animales no vacunados: cualquier aglutinacion se considera positiva.

Nota: La presencia de hemolisis en las muestras de suero interfiere en el resul-
tado de la prueba.

Cuadro 15

COMPARACION DE LAS PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE BRUCELOSIS DE LOS BOVINOS

Anticuerpo que .
Prueba Comentario
detecta
Fijacién del _ ]
IgM, 1gG2, IgG1 Prueba sensible, pero laboriosa
complemento
ELISA Todos Altamente sensible
_ Disminuye los resultados falsos
Tarjeta IgG1, IgG2 .
positivos.
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Anillo en leche IgA, 1gG, IgM Prueba poblacional (hato)

. Es mas sensible y especifica que la de
Rivanol IgG

Tarjeta

DIAGNOSTICO DE SALMONELOSIS EN AVES

En las aves se presentan dos cuadros clinicos producidos por el género Salmo-
nella la tifoidea aviar causada por S. gallinarum y la Pulorosis provocada por S.
pullorum, ambas son de gran importancia econdémica y zoondtica.

La respuesta inmune del ave infectada, produce anticuerpos de la clase IgM y de
la clase IgG en un periodo de 7 a 14 dias. Estos anticuerpos pueden persistir por
largos periodos en el organismo de las aves.

Los procedimientos de diagndstico se encuentran establecidos en la Norma Ofi-
cial Mexicana NOM-005-Z00-1993 CAMPANA NACIONAL CONTRA LA SALMONELO-
SIS AVIAR

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA SALMONELOSIS

1.- Aglutinacién rapida en placa con sangre completa
2.- Aglutinacion en tubo con suero
3.- Prueba de ELISA (detecta el LPS o antigeno O)

Nota: En esta sesidn practica solamente se realizara la prueba de aglutinacion
rapida en placa con sangre completa.

AGLUTINACION RAPIDA EN PLACA CON SANGRE COMPLETA

La prueba se realiza en una placa de vidrio, utilizando un antigeno tefiido con
cristal violeta, por lo cual la aglutinacién de los microorganismos se observa con
rapidez cuando el ave tiene anticuerpos contra el microorganismo. En esta prue-
ba son particularmente eficientes las IgM por lo que la prueba es positiva desde
las primeras etapas del desarrollo de anticuerpos. Es un método rapido de aglu-
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tinacion en una placa que sirve para detectar anticuerpos contra S. pullorumy S.
gallinarum. Esta técnica es aplicada como prueba de campo en los programas de
vigilancia epidemioldgica, y en el laboratorio como método complementario a la
identificacion bacterioldgica.

MATERIAL

BIOLOGICO

- Antigeno K polivalente de Salmonella pullorum

- Sangre o suero de ave

EQUIPO

1.- Aglutinoscopio metalico o de madera con fuente de luz indirecta

DIVERSO

1.- Palillos de madera

2.- Placa de vidrio para la prueba de aglutinacién o portaobjetos

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.- Colocar una gota de sangre en la placa de vidrio
2.- Adicionar una gota de 0.03 ml del antigeno K polivalente

3.- Mezclar la sangre con el antigeno tefiido con un palillo de madera y mover la
placa con tres o cuatro movimientos rotatorios en forma manual
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Reaccion positiva: Se considera positivo si la aglutinaciéon ocurre entre cero y
90 segundos después de mezclar la muestra de sangre o del suero con el antigeno.

Reaccion sospechosa: Si la aglutinacidn ocurre entre 90 y 120 segundos des-
pués de mezclar la muestra.

Reaccidn negativa: Cuando la aglutinacion ocurre después de 120 segundos
posteriores a la mezcla o no se observa.

CUADROS DE RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se debera anotar los resultados obtenidos y la interpretacién de cada prueba

realizada:

Cuadro 16
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA BRUCELOSIS

RESULTADO INTERPRETACION

1. Prueba en tarjeta

2. Prueba de rivanol

Cuadro 17
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA SALMONELOSIS

RESULTADO INTERPRETACION

1. Aglutinacién rapida en placa con

sangre completa

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

Por grupo se entregara un frasco con desinfectante (cloro al 1%) en el cual se
deberan colocar los palillos y puntas utilizadas.
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El material de cristaleria, tales como tubos y placa de cristal se colocara en un
recipiente con cloro al 1%

CUESTIONARIO DE EVALUACION

1.- ¢Cual es la importancia clinica y de salud publica de la Brucelosis en bovinos?

2.- Menciona tres signos clinicos caracteristicos de importancia de la Tifoidea
aviar y Pulorosis:

3.- Menciona tres signos clinicos caracteristicos de importancia de la Brucelosis
Bovina:

4.- Menciona las vacunas empleadas por la campafia nacional para la prevencion
de Brucelosis en bovinos:

5.- Menciona cual es la diferencia entre una cepa lisa y una rugosa:
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PRACTICA 6
DETERMINACI()N DEL GRUPO SANGUfNEO

INTRODUCCION

La superficie de los eritrocitos humanos contiene un conjunto de moléculas an-
tigénicas determinados genéticamente, por lo que se dividen en diferentes grupos
sanguineos.

Estos antigenos son fundamentalmente glicoproteinas integrales de la membra-
na plasmatica del eritrocito.

El grupo sanguineo se hereda, al igual que el color de los ojos, se transmite ge-
néticamente de padres a hijos.

El principal sistema de grupos sanguineos es el “Sistema ABO” se basa en el
tipo de glucoproteinas presentes sobre la superficie del eritrocito. Las personas de
tipo “A” tienen glucoproteinas de tipo “A” sobre la superficie de sus eritrocitos; las
de tipo B, glucoproteinas de tipo “B”; las de tipo “"AB”, presentan ambos tipos de
glucoproteinas; y las del grupo “0O” carecen de ambas. Estas glucoproteinas son
reconocidas por anticuerpos especificos, habitualmente de la clase IgM.

En sangre pueden existir anticuerpos anti-A y anti-B, que se combinan con los
antigenos A y B, respectivamente. Como consecuencia de esta union los eritrocitos
forman grumos, lo que ocasiona una hemdlisis intravascular.

Esta es la razdn por la que se determina el grupo sanguineo antes de transfundir
sangre de una persona a otra. El donante y el receptor han de ser compatibles, de
lo contrario puede provocar la lisis de los gldébulos rojos extrafios a través de los
anticuerpos y del complemento (reaccién transfusional).Las IgM frente a estos an-
tigenos existen ya previamente en un huésped nativo antes de la transfusion, y se
ha especulado que surgen como respuesta a Ag microbianos que tienen actividad
cruzada entre ellos.
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En el area de Medicina Veterinaria sélo es de importancia practica el conocer el
grupo sanguineo en perros, gatos y equinos aunque hoy en dia también se puede
saber el grupo sanguineo de bovinos, cerdos, ovinos etc.

FUNDAMENTO

Esta técnica se basa en la propiedad aglutinante que tienen los antigenos ABO vy
RhD de la superficie de los eritrocitos humanos para reaccionar con los anticuerpos
anti-A o anti-B y anti RhD.

Cuadro 18
ANTIGENOS Y ANTICUERPOS EN LOS GRUPOS SANGUINEOS “ABO” HUMANOS
Grupo Ag. presente Ac. En Puede recibir | Puede donar

sanguineo en eritrocito plasma sangre de: sangre a:

A A Anti-B AyO Ay AB

B B Anti-A ByO By AB

AB AyB Ninguno AB, A, B, O AB

0 Ninguno Anti-Ay 0 0, A, B, AB

Anti-B

El segundo sistema importante de grupos sanguineos humanos es el “Sistema
Rh”, (Rh el cual proviene del Macacus rhesus rhesus, el género de monos en que
fue identificado por primera vez). La clasificacién Rh se basa en la presencia o au-
sencia del antigeno Rh también denominado “D” (RhD) en los eritrocitos. Las per-
sonas RhD (+) poseen el antigeno RhD, mientras que las personas RhD (-) carecen
de él.

OBJETIVO

Que el alumno entienda como se tipifica el grupo sanguineo de un individuo, la
forma de realizar la técnica y que cada alumno determine a qué grupo pertenece.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA



MATERIALES Y REACTIVOS

BIOLOGICOS

- Solucidén anti -A
- Solucidén anti -B
- Solucién anti-D (anti Rh)

- Placa y lanceta

Figura 88. Material requerido.

DIVERSO

- Tarjetas de identificacion sangre (gota) o placa de aglutinacién.
- Lanceta estéril

- Palillos

- Algodon

- Agua oxigenada o alcohol

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

93



nmunologia Veterinaria (Manual de p

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 89. Asepsia de dedo. Figura 90. Puncion.
Llevar acabo la asepsia de la zona a puncionar, utilizando algun antiséptico (fig. 89 )

Pinchar la yema del dedo previa desinfeccion y depositar una gota de sangre en
cada casilla (deben ser tres muestras fig. 91)

Figura 91. Depositar la gota de sangre. Figura 92. Agregar antisuero A
en el primer pozo.

Figura 93. Agregar antisuero B Figura 94. Agregar en el tercer
al segundo pozo. pozo antisuero Rh
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Figura 95. Mezclar cada pozo.

Una vez agregado la gota de sangre y los antisueros, se procede a mezclarlos
perfectamente cada uno con su respectivo palillo en forma circular.

RESULTADOS

Figura 96. Observar la presencia de grumos que indica el grupo sanguineo.

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

Por grupo se entregara un frasco con desinfectante (cloro al 1%) en el cual se
deberan colocar los palillos utilizados, asi como también una bolsa color amarillo
para los algodones utilizados antes y después de la puncién del dedo.

Por grupo se pondra el recipiente para punzocortantes color rojo, para que los
alumnos depositen ahi las lancetas, posteriormente el material antes mencionado
sera llevado a incinerar.
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RESULTADOS

. Anota tus resultados y los de tu equipo, que observaste durante la practica.

Cuadro 19
No. Anti-A Anti-B Anti-AB Rh

g | h  WN =

Nota: Cualquier tipo de aglutinacion se considera POSITIVA. La ausencia de
aglutinacion al cabo de 1 minuto se considera NEGATIVA

CUESTIONARIO DE EVALUACION

1. ¢Qué es aglutinacion?

2. ¢Por qué son importantes las normas en inmunologia?

3. ¢COmo se obtiene un antisuero?
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4. {Qué es un inmuno-complejo?

5. ¢Cual es el fundamento inmunoldgico de las transfusiones sanguineas?
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PRACTICA 7

PRECIPITACION

INTRODUCCION

La reaccion de precipitacién en tubo se hace patente si una cantidad adecuada
de antigeno soluble se mezcla con un antisuero y se incuba a 37°C, la mezcla se
torna turbia en unos pocos minutos, después se presentan floculos, y por ultimo
se produce un precipitado en el fondo del tubo (complejos antigeno-anticuerpo).

Si se mezclan cantidades de un antigeno soluble con una cantidad constante
de anticuerpo, la cantidad de precipitado que se produce es determinada por las
proporciones relativas de los reactivos. A concentraciones bajas de antigeno no se
forma ningun precipitado evidente, a medida que aumenta la cantidad de antigeno
se produce cantidades mayores de precipitado, hasta que este alcanza su maximo
punto. Cuando se agrega aun mas antigeno, la cantidad de precipitado disminuye
en forma gradual hasta que no se observa nada de éste en tubos, tienen un gran
exceso del antigeno. Figs. 97 y 98.

Figura 97 Figura 98

El descubrimiento de esta reaccién o prueba se atribuye a Krause (1897). Esta
prueba la us6 para obtener informacién cualitativa acerca de antigenos y antisue-
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ros. Tuvo que pasar una década mas antes de ser reconocida a la precipitacion
como un proceso quimico de diagndstico llevado acabo por Arrhenius, y otras dos
décadas tuvieron que pasar para que la reaccién quimica fuera utilizada por Herde-

Iberg y Kendall en el desarrollo de una reaccion cuantitativa.

Ultimamente se ha demostrado en el proceso, que la reaccidon de precipitacion
puede ser usada cualitativamente y cuantitativamente.

El proceso cualitativo se basa en la observacion de la formacidon de un precipi-
tado utilizando una placa de agar (precipitacion).

El lugar en donde el anticuerpo y el antigeno se encuentran después de la difu-

sion se denomina “Punto de Equivalencia” y se observa la formacion de una linea
de precipitacion insoluble en la matriz de gel (Fig. 99).

Figura 99

OBJETIVO

Que el alumno entienda el principio de la reaccién de precipitacién de antigenos
por anticuerpos y lo aplique en forma practica en la identificacion de proteinas de
especies animales adulterantes en los productos carnicos.
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PRUEBA DE PRECIPI TACION EN GEL PARA LA
IDENTIFICACION DE ESPECIE EN PRODUCTOS
CARNICOS DE ORIGEN ANIMAL

FUNDAMENTO

Esta técnica estd basada en el principio de que el antigeno y el anticuerpo se di-
funden a través de un medio semisdlido y forman complejos inmunitarios estables,
que aparecen como lineas o bandas de precipitacion en el sitio donde alcanzan
las proporciones éptimas de ambos reactivos. La reaccidn se lleva a cabo en una
camara humeda. Las lineas de precipitacidon son analizadas y visualizadas con luz
directa.

Los procedimientos del diagndstico se encuentran establecidos en la Norma Ofi-
cial Mexicana NOM-023-Z00-1995, Identificacién de especie animal en musculo de
bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves, por la prueba de inmunodifusidon en gel.

MATERIAL Y METODO

REACTIVOS
Cloruro de sodio (NaCl) G.R.

Fosfato monobasico de potasio G.R.

Hidréxido de sodio (NaOH) G.R.

Solucion de cloruro de benzalconio al 0.13% o cloro
Agua destilada

Solucion salina fisiolégica

Hidréxido de sodio (NaOH) 1N

Cloruro de sodio (NaCl) al .85%

P.B.S. (pH final= 7.2)
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MEDIO DE CULTIVO

. Agar noble o Ion Agar No.2 (Difco): sol al 1% y sol al 2%

BIOLOGICOS

Antisueros elaborados contra diversas especies animales (anticuerpos contra bo-
vino, ovino, ave, equino, cerdo o canino).

Antigenos de control para la prueba o extracto de especie animal conocido.

EQUIPO

Balanza granataria
Platina caliente o Mechero Bunsen

Matraz Erlenmeyer

PREPARACION DE LA MUESTRA

Los extractos de tejidos provenientes tanto de una especie animal conocida
como de una desconocida, son usados como antigenos, se deben preparar por se-
parado de la siguiente manera:

1. Tomar una muestra a partir de tejido magro o con el menor contenido de gra-
sa y picar finamente.

2. Pesar 10 g de la muestra en un vaso de precipitado de 100 ml, adicionar 30
ml de solucién salina y mezclar.

3. Agitar el contenido durante 15 minutos y dejar reposar una hora.
4. Filtrar a través de filtro Whatman No. 40 6 42.

5. Colectar el liquido filtrado en un tubo de ensayo con tapon de rosca y usarlo
inmediatamente.
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Figura 100. El agar se disuelve por Figura 101. En cada caja de Petri se vacian
calentamiento hasta su clarificacion 5 ml de agar noble o Ion agar al 2%,
(100°C). que sera la capa adhesiva o base de la caja
(aproximadamente 3 mm de espesor).
Se deja gelificar a temperatura ambiente.

Figura 102. Adicién de la segunda capa. Figura 103. Dejar enfriar medio.

6. La caja queda semicubierta con la tapa y cuando ya no evapore el medio, se
tapa bien y se refrigera a 4°C. fig. 103

Figura 104. Perforacion del medio. Figura 105. Extraccion del medio excedente.
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7. Se realizan de 5 a 7 pozos periféricos de 5 mm de didmetro distanciados 1cm

ﬁ uno de otro y un pozo central fig. 104 y 105.

INOCULACION DE LAS PLACAS

La inoculacion de las placas, debe efectuarse de la siguiente manera:

Figura 106. Perforacion de la placa. Figura 107. Identificacion.

Figura 108. Colocacion de los sueros. Figura 109. En los pozos periféricos
depositar los antigenos obtenidos
de la carne de diferentes
especies animales.

Colocar en el pozo central el antisuero especifico para una determinada especie
animal, sin derramar o mezclar los reactantes
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Figura 110. Completar el llenado de los pocillos y colocar la placa en incubacién a tempe-

ratura ambiente en camara hiumeda hasta su lectura a las 24 y 48 h posteriores.

CONSIDERACIONES DE LA PRUEBA

Leer las placas sobre un fondo oscuro. Las bandas apareceran de color blanco.
Si no se han desarrollado completamente, llenar nuevamente los pozos y continuar
la incubacidon a temperatura de refrigeracion de 18-24 horas.

Cuando un suero resulta sospechoso, se diluye 1:2 en solucion salina y se vuelve
a probar.

En ocasiones hay una pequeia variacién en las cajas debido a la deshidratacion.
Cuando esto ocurre, la prueba se corre por duplicado.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la interpretacidon de resultados, se debe determinar la especie animal a la que
corresponde la muestra.

Reaccion positiva: Si la continuidad entre estas lineas es absoluta, se conside-
ra que los antigenos son idénticos; Por lo que se observa una linea de precipitacién
entre el antisuero control positivo y el antigeno (linea de identidad total) Fig. 111
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Figura 111. Identidad total. Figura 112. En el pozo central
se puso como antigeno extracto

proteico de carne de ave,
en los pozos periféricos antisueros
de ave, bovino, caballo, cerdo,
notandose una linea de identidad
total en carne de ave, pero también
dio una linea de precipitaciéon
en carne de caballo dando como
resultado una adulteracion.
Figura 113. En el pozo central se puso un extracto
de carne de ave y de bovino, en los pozos periféricos
un antisuero contra ave y contra bovino, se observan
2 lineas que se cruzan, a estas lineas se les conocen
como lineas de no identidad.

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

Eliminacion de residuos basado en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, Protec-
cion ambiental-Salud ambiental residuos bioldgico-infeccioso.

Residuos biologicos

La caja de gel se colorara en un recipiente proporcionado por el profesor, el cual
posteriormente se inactivaran en autoclave a 121°C; 15 Lbs; 30 mins.

Residuos NO bioldgicos

- Las puntas empleadas seran introducidas en un contenedor con desinfectante,
(solucion clorada al 1%).

- Guantes de latex, estos se depositaran en bolsa amarilla como indica la NOM-
087-SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccién ambiental-Salud ambiental residuos biolo-

gico-infeccioso.
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1. Menciona los métodos que existen para realizar pruebas de precipitacion.

2. Menciona tres enfermedades virales, en medicina veterinaria, que se diagnos-
tican en forma rutinaria por medio de la técnica precipitacién.

3. Menciona dos aplicaciones en medicina veterinaria para la técnica de precipi-
tacion radial doble.

4. Describe el fundamento de la técnica de inmunoelectroforésis y dos aplica-
ciones clinicas.

5. Describe el fundamento de la técnica de inmunodifusidn radial de Manccini y
dos aplicaciones clinicas o diagndsticas.
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PRACTICA 8

INMUNOFLUORESCENCIA

INTRODUCCION

Las inmunohistoquimicas son un conjunto de técnicas que permiten demostrar
una gran variedad de antigenos presentes en las células o en los tejidos. Se basan
en la capacidad que tienen los anticuerpos de unirse especificamente a sus corres-
pondientes antigenos, siendo esta reaccién visible por el hecho de que el anticuer-
po utilizado estd marcado (conjugado) con una sustancia que produce un color
(cromdgeno) o bien, con una sustancia que absorbe y emite luz (fluorocromo).

La fluorescencia se basa en la propiedad que tienen los fluorocromos de emitir
luz de longitud de onda visible mientras son excitados con una determinada lon-
gitud de onda de luz ultravioleta. Durante este proceso el fluorocromo absorbe un
fotdn de alta energia, sufre una excitacion electronica y algunos de sus electrones
son promovidos a orbitales moleculares de mayor energia, luego estos electrones
decaen a orbitales de menor energia emitiendo luz de onda mas larga (figura 1).
Como ya se menciond, en las técnicas de inmunofluorescencia los fluorocromos se
utilizan para ser conjugados con anticuerpos, los mas comunmente utilizados son
la fluoresceina y la rodamina.

El isotiocianato de fluoresceina (FITC) es muy estable, se combina con los gru-
pos amino de las proteinas por uniones carbamido. Es excitado por la luz ultravio-
leta a una longitud de onda de 490nm y emite fluorescencia de un color verde-
amarillento con una longitud de onda de 520nm (filtro azul). Este fluorocromo es
el preferido para marcar, debido a que emite fluorescencia de un color al que el ojo
humano es muy sensible y también porque el color verde-amarillento rara vez se
encuentra en reacciones inespecificas o de autofluorescencia en los tejidos.

Otros fluorocromos como el isotiocianato de tertametil rodamina (TRITC) se une
a los grupos amino de las proteinas por grupos tiocarbamidas, es excitado por luz
ultravioleta a una longitud de onda de 540nm (filtro verde) y emite fluorescencia
roja-anaranjada de 570 nm de longitud de onda.
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Figura 114. Modelo molecular de un fluorocromo excitado con un foton de alta energia y
. emitiendo luz visible.
Existen dos métodos de inmunofluorescencia, el método directo (IFD) y el mé-
todo indirecto (IFI). En la IFD, el antigeno es detectado por el anticuerpo marcado
con el fluorocromo, mientras que en la IFI, el antigeno es detectado por un anti-

cuerpo primario y posteriormente este Ultimo es detectado por el anticuerpo mar-
cado (figura 2).

Luz vislkle

Luz visible e

DIRECTA INDIRECTA

Figura 115. Tipos de inmunofluorescencia, directa e indirecta.
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La IFD es un procedimiento en el cual, se aplica directamente en conjugado so-
bre la preparacidon que posee el antigeno. El anticuerpo del conjugado esta dirigido
contra el antigeno buscado y se forman complejos antigeno-anticuerpo en las zo-
nas del tejido en donde se encuentra el antigeno, el fluorocromo es el encargado
de hacer evidentes estas zonas al microscopio cuando es debidamente excitado.

La IFD se aplica cominmente en el diagndstico de enfermedades infecciosas
como la rabia, la peste porcina clasica, la rinotraqueitis infecciosa bovina, la diarrea
viral bovina y el distemper canino entre muchas otras. El diagndstico consiste en
demostrar la presencia de antigenos virales en cortes histoldgicos de tejidos con-
gelados o en improntas de érganos, tejidos y mucosas (oral, conjuntival, vaginal,
rectal, etc). Ademas, también es empleada para el diagnédstico de algunas enfer-
medades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico. Las muestras mas
empleadas en este tipo de pruebas son las muestras congeladas en nitrégeno liqui-
do, en las que se preservan mejor los determinantes antigénicos, sin embargo, la
morfologia del tejido sé observa poco definida a diferencia de la fijacidon con formol
que confiere un mejor aspecto histolégico pero requiere de la recuperacién de los
determinantes antigénicos. La fijacion de los tejidos de las muestras congeladas se
realiza una vez que han sido realizados los cortes histoldgicos, empleando para ello
solventes organicos que permiten la permeabilizacidn de la membrana tales como
el alcohol metilico, etilico, la acetona o mezclas de ellos.

También la IFD muestra una extraordinaria sensibilidad ademas de que permite
localizar con precision antigenos intracelulares, o presentes en muy baja cantidad,
es comparativamente con otras técnicas, rapida y sencilla de realizar. Sin embargo,
entre las principales desventajas se encuentra la falta de permanencia de la fluo-
rescencia, por lo que la lectura debe ser inmediata, requiere de equipo especiali-
zado (microscopio de epifluorescencia) y ademas el detalle morfoldgico es pobre,
por lo que el personal a cargo de la interpretacién de las pruebas también debe ser
especializado en ello. Para la documentacion de cada caso, es necesario fotografiar
la reaccidn con sus respectivos controles de prueba.
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Figura 116. Microscopio de fluorescencia y sistema de captura de imagenes.

Por lo anterior la principal limitante de la inmunofluorescencia es la necesaria
utilizacién de un microscopio de epifluorescencia (Fig. 116) el cual es de un costo
significativamente mas elevado que un microscopio dptico convencional. Este mi-
croscopio esta dotado de una lampara de vapor de mercurio a alta presidon, dentro
de una camara de cuarzo, el cual es la fuente de emisidn de luz U.V., el equipo
también cuenta con una serie de filtros que por un lado sé6lo dejan pasar el rango
de espectro de luz U.V. necesaria para la excitacion del fluorocromo y por otro lado,
protegen la vista del observador. A pesar del costo del equipo, una vez contando
con este en el laboratorio, el costo de cada prueba resulta ser econdmico.

IFD PARA EL DIAGNOSTICO DEL VIRUS
DE DISTEMPER CANINO (VvDC)

Aunque la vacunacion contra el VDC ha sido empleada masivamente desde hace
varias décadas, esta enfermedad actualmente es de gran importancia en casi todo
el mundo. El virus se multiplica de manera inicial en macréfagos y células linfoides
del aparato respiratorio y posteriormente en células de diversos érganos como los
del aparato digestivo, urinario y el sistema nervioso central. El diagndstico de la
enfermedad se dificulta debido a la inespecificidad de los signos clinicos durante
la infeccidén. Rutinariamente ha sido utilizada la IFD a partir de improntas nasales,
conjuntivales o vaginales para la demostracion directa del VDC. Sin embargo, la
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presencia del virus es factible Unicamente dentro de las tres primeras semanas de
la infeccion. El uso de otras pruebas como la serologia esta limitada, debido a la
presencia de anticuerpos vacunales.

OBJETIVO

Conocer las técnicas de inmunofluorescencia, sus tipos, ventajas y aplicacién en
el diagnostico veterinario.

ACTIVIDADES PREVIAS A LA PRACTICA

Lectura de la practica numero 8, correspondiente a inmunofluorescencia del Ma-
nual de practicas de Inmunologia Veterinaria

MATERIAL

BIOLOGICO

Cortes histoldgicos congelados de encéfalo canino positivo a VDC

EQUIPO

Microscopio de inmunofluorescencia
Camara humeda
Micropipetas

Cubreobjetos
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REACTIVOS
Buffer de montado (Glicerol -PBS 10X en proporciéon 9:1)

Buffer de lavado PBS (buffer salino de fosfatos pH 7.2)

Conjugado especifico (Canine Distemper Virus FITC Conjugate, VMRD Inc.).

DIVERSO

Recipiente de lavado

Toalla de papel

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.- En el corte histoldgico de la zona del tejido encefalico, colocar 100 ul de PBS
e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

2.- Eliminar el PBS decantandolo en la toalla de papel y a continuacion colocar
sobre el tejido 50 ul del conjugado (monoclonal anti-VDC conjugado con FITC).
Para cada ensayo, debe hacerse un control de prueba paralelo consistente en la
utilizacién de un corte histoldgico con la adicién de PBS sin conjugado.

3.- Incubar 1 hora a 37° C en cdmara humeda.

4.- Decantar la solucion del tejido y hacer tres lavados con 100 ul de PBS tres
veces por cinco minutos cada lavado.

5.- Colocar al tejido 50 pl de la solucidon de montaje y posteriormente colocar
cuidadosamente encima un cubreobjetos tratando de evitar la formacién de bur-
bujas, posteriormente secar el exceso de solucién de las orillas y el reverso de la
laminilla.

6.- Para la observacidon en el microscopio de epifluorescencia se debe exponer la
preparaciéon a luz U.V. utilizando en filtro de 490 nm (filtro azul) por minimo tres
minutos antes de la observacion.
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INTERPRETACION DE LA PRUEBA

Se debe buscar la presencia de células fluorescencia intensa de localizacion in-
tracitoplasmatica (figura 117), estas pueden estar en grupos de células comun-
mente. Se debe tener cuidado de diferenciar otras estructuras fluorescentes (ar-
tefactos) que no son indicativos de la presencia del antigeno. En todo el tejido es
normal encontrar cierta fluorescencia, ya sea propia (autofluorescencia) o debida a
una débil fijacion de la fluoresceina de forma inespecifica (ruido de fondo) que debe
ser adecuadamente reconocida en todos los casos. En los tejidos utilizados como
controles debe haber ausencia de células marcadas con fluorescencia especifica.

Figura 117. Linea celular DK13 teifiida con el anticuerpo monoclonal Anti-CDV y célula

con marca positiva.

TABLAS DE RESULTADOS EXPERIMENTALES

Esquematice lo observado

Muestra Control de prueba
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TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

. La solucidn fosfato buffer empleada para realizar los lavados de las laminillas

sera depositada en una toalla de papel, la cual serad depositada en un contenedor
plastico y almacenada para posteriormente remitirla a una empresa procesadora
de residuos bioquimicos. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SE-
MARNAT-SSA1-2002

CUESTIONARIO DE EVALUACION

1.- ¢Cuadles son las sustancias mas comUnmente utilizadas como fluorocromos
en las pruebas de inmunofluorescencia?

2.- {Qué es un conjugado?
3.- ¢{Cuadles son los tipos de inmunofluorescencia que existen?
4.- ¢(Cudles con las principales ventajas de las pruebas de inmunofluorescencia?

5.- ¢Cual es la principal limitante de estas pruebas?
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PRACTICA 9

PRUEBAS QUE DETECTAN INMUNIDAD CE-
LULAR (INTRADERMOREACCION)

INTRODUCCION

La tuberculinizacién es la técnica normada de uso general, que se emplea para
el diagnostico de tuberculosis bovina en la Republica Mexicana, se basa en una re-
accion inmunolégica denominada hipersensibilidad celular o tardia.

En los animales que han estado en contacto con esta bacteria, se desarrolla una
reaccion inflamatoria local y mediada por linfocitos T al cabo de unas 24-72 h. La
respuesta esta mediada por células T .1, que se dirigen al sitio donde se inyectd
el antigeno, éstas reconocen complejos de péptido CMH de clase II en las células
presentadoras de antigeno y liberan citocinas inflamatorias como IFN+ TNF-B, GM-
CSF, quimiocinas (Figura 118).

Estas citocinas estimulan la expresion de moléculas de adhesién en el endo-
telio y aumentan la permeabilidad vascular local, lo que permite que el plasma y
las células alcancen este sitio originando una hinchazén visible. Esta inflamacién
se caracteriza por: induracién, infiltracion en la lesién por células mononucleadas
(macréfagos vy linfocitos T), y en reacciones graves puede presentarse necrosis en
el sitio de inyeccion.

El derivado proteico purificado (PPD) bovino empleado estd elaborado a partir
de Mycobacterium bovis cepa AN5, conteniendo 3,250 UI por dosis de 0.1 ml.;
desarrollado sobre un medio sintético, precipitado por acido tricloroacético y cali-
brado contra el estandar internacional de la OMS para tuberculina PPD bovina. La
tuberculina contiene un estabilizador (glucosa), un preservante (fenol) y compo-
nentes salinos isotonicos.

PPD aviar que sera utilizado en la prueba cervical comparativa, esta elaborado
con Mycobacterium avium cepa D4, conteniendo 5,000 UI por dosis de 0.1 ml.
Debe contener como colorante el rojo de Ponceau, para distinguirla de la de PPD

bovino que no lleva colorante.
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Figura 118. Reaccion inmunolégica de hipersensibilidad tardia.

OBJETIVO

Que el alumno conozca la prueba de tuberculina empleada en la “Campafa Na-
cional contra la Tuberculosis Bovina” (Mycobacterium bovis).

MATERIAL

1. Jeringas de 1 ml con graduacién de 0.1 ml (desechables, automaticas o en
caso contrario limpias, esterilizadas y en buen estado).

2. Agujas hipodérmicas, calibre 24 a 29 de 0.5 a 1.5 cm de largo (desechables
0 en caso contrario limpias, esterilizadas y en buen estado).

3. Torundas impregnadas con alcohol
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BIOLOGICO

1. PPD bovino (Mycobacterium bovis cepa AN5, conteniendo 3,250 UI por dosis
de 0.1 ml).

2. PPD aviar (Mycobacterium avium cepa D4, conteniendo 5,000 UI por dosis de
0.1 ml) para la prueba cervical comparativa.

EQUIPO

1. Cutimetro metalico o de plastico (1 vernier o pie de rey, graduado en mm).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las siguientes pruebas de tuberculina, autorizadas por la Secretaria de Agri-
cultura, Ganaderia, Desarrollo Rural Pesca y Alimentacion, deben aplicarse a los
bovinos a partir de los dos meses de edad por Médicos Oficiales y/o Médicos Vete-
rinarios responsables aprobados:

a) Prueba en el pliegue caudal
b) Prueba cervical comparativa
c) Prueba cervical simple

Para la aplicacién de cualquiera de las pruebas, éstas deben realizarse de for-
ma Unica y durante la inoculacién en las 72 horas siguientes, no efectuarse otro
tipo de manejos, como son el herrado, desparasitado, vacunacion y otros, con el
fin de no afectar los resultados.

a) PRUEBA EN EL PLIEGUE CAUDAL O PRUEBA INTRADERMICA
UNICA (IDU)

Es la prueba de rutina, cuando se desconoce la situaciéon zoosanitaria en materia
de tuberculosis de un hato o lote de ganado o como sustituto de la prueba cervical
simple. Los bovinos sujetos a esta prueba, deben ser identificados oficialmente,
dicha informacién serd asentada por el médico veterinario responsable aprobado
u oficial.

Las técnicas de manejo para la aplicacion de tuberculina en el pliegue caudal
consistiran en:
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PROCEDIMIENTO

Figura 119. Identificacién oficial Figura 120. Medicion del grosor
del animal. de la piel en la zona caudal
seleccionada.

Figura 121. Antisepsia de la zona Figura 122, Tomar 0.1 ml de PPD
por inocular. bovino.

Figura 123. Inoculacion intradérmica
en la zona medida de 0.1 ml del PPD
bovino.

MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

121



nmunologia Veterinaria (Manual de p

RESULTADOS

La lectura debe hacerse mediante la observacion y palpacidon del sitio de la ino-
culacion, realizandose a las 72 horas (+ 6 horas) posteriores a la aplicacién del
biolégico, asimismo el médico verificard que se trata de los mismos animales ino-
culados y registrados en la Hoja de Campo.

Las reacciones se clasifican como:

Negativa: Cuando no se observe ni se palpe ningun cambio en la piel del sitio
de aplicacién.

Reactor: Cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, calor,
dolor o necrosis o cualquier cambio por minimo que sea en el sitio de aplicacion.

b) PRUEBA CERVICAL COMPARATIVA

Prueba autorizada, para confirmar o descartar animales reactores a la prueba
de pliegue caudal. Se podréa efectuar por Unica vez dentro de los 10 dias naturales
siguientes a la inoculacién de la prueba caudal; o bien después de transcurridos 60
dias naturales.

Esta prueba no debe ser utilizada en hatos, cuando el diagndstico se haya ob-
tenido por el aislamiento de M. bovis de las muestras de los animales sacrificados.

Previo a la realizacién de la prueba, el Médico Veterinario debera contar con la
documentacion de la o las pruebas anteriores.

Para la aplicacion de la tuberculina en la prueba cervical comparativa, se toma-
ran en cuenta las siguientes practicas:

1. Rasurar dos areas cuadrangulares de al menos 5 cm por lado.

2. El sitio de aplicacién sera en la cara lateral del cuello, en el tercio medio del
cuello, esta zona es mas sensible que en los pliegues anales, serd aproximadamen-
te de 10 cm debajo de la cresta, el sitio inferior serd aproximadamente de 13 cm
debajo de la anterior, esta prueba se aplica mediante la inoculacién intradérmica
de 0.05 ml de PPD aviar en el drea rasurada superior y 0.1 ml de PPD bovino en la
inferior.
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3. Previo a la inoculaciéon, se levanta un pliegue de piel en el centro de cada
una de las areas rasuradas y se procedera a medir el grosor de éstas, utilizando
el cutimetro, debiendo registrarse los valores en los formatos para prueba cervical
comparativa.

RESULTADOS

La lectura de esta prueba se realizara 72 horas (+ 6 horas), midiendo con el
cutimetro el grosor de la piel en el sitio de la aplicacidn, éstas seran anotadas en
la hoja de control de campo prueba cervical comparativa, sustrayendo el valor de
la primera lectura al de la segunda, el resultado final deberad redondearse segun el
siguiente ejemplo: de 6.2 baja a 6.0, 6.3 sube a 6.5; de 6.7 baja a 6.5; de 6.8 sube
a 7; una vez realizada esta operaciéon se procede a graficar los valores obtenidos
tanto de PPD aviar como del bovino y el punto de interseccion dara el resultado de
la prueba. De acuerdo a la gréfica oficial, se interpretaran los resultados.

En el caso que la reaccién de un animal, se clasifique segun la grafica como

sospechoso en dos pruebas consecutivas, se clasificara como reactor a la prueba.
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Tomada del diario Oficial de la Federacion del 3 de Diciembre del 2007, con la propuesta
de modificacion a la NOM-031-Z00-1995. Campaiia Nacional contra la Tuberculosis

Bovina. (Mycobacterium bovis)
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c) PRUEBA CERVICAL SIMPLE

Esta prueba se empleara inicialmente para probar hatos en los que se ha com-
probado la existencia de M. bovis; por aislamiento bacterioldgico o PCR, o bien,
para probar ganado expuesto.

Figura 124. Para el rasurado de Figura 125. Rasurado de la zona
la zona, utilizar una navaja a inocular.
de doble filo.

Figura 126. Medir el grosor Figura 127. Hacer antisepsia de
de la piel con vernier. la zona por inocular. Tomar 0.1 ml
de PPD bovino.

Figura 128. Aplicar intradérmicamente
0.1 ml de PPD bovino.
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RESULTADOS

La lectura se hace a las 72 = 6 horas posteriores a su inoculaciéon, mediante la
observacién y palpacion del sitio en donde se practico la inoculacién.

Las reacciones se clasifican como:

a) Negativa: Cuando no se observe ni se palpe ningin cambio en la piel del
sitio de aplicacion.

b) Reactor: Cuando sea visible y/o palpable, cualquier engrosamiento, rubor,
calor, dolor o necrosis o cualquier cambio por minimo que sea en el sitio de aplica-
cién.

Esta prueba puede ser sustituida por una prueba de pliegue caudal, después de
haber obtenido la primera prueba cervical simple negativa en todos los animales
probados del hato o, sin evidencia en el diagndstico de laboratorio de los animales
reactores. Los animales reactores a la prueba de pliegue caudal, no seran someti-
dos a la prueba cervical comparativa y cualquier reaccién sera considerada positiva.

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

En base a la NOM -087-SEMARNAT-SSA1-2002 Residuos peligrosos bioldgico
infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo, la disposicion de residuos
se hara de la siguiente forma:

a) las torundas al no estar impregnadas de sangre se depositaran en la basura
municipal y

b) las jeringas utilizadas se colocaran en el recipiente rigido de color rojo que
tiene la leyenda de “Residuos peligrosos punzocortantes bioldgico infecciosos” y
marcados con el simbolo universal de riesgo bioldgico.
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

. 1. Define écuando se considera a un animal reactor?

2. Menciona los Estados de la Republica Mexicana libres de tuberculosis bovina.

3. ¢Qué otras pruebas, no inmunoldgicas, marca la NOM-031-Z00-1995 para el
diagnostico de tuberculosis bovina?

4. Menciona otras 2 enfermedades en animales, ademas de la tuberculosis, en
las que se aplican pruebas de intradermorreacién como método de diagndstico.

5. Menciona 2 técnicas empleadas para medir la respuesta inmune celular ade-
mas de la intradermoreaccion.
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PRACTICA 10

ANALISIS INMUNOADSORBENTE LIGADO
A UNA ENZIMA
(ELISA)

INTRODUCCION

ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica bioquimica utiliza-
da principalmente en Inmunologia para detectar la presencia de un antigeno o un
anticuerpo en una muestra. Han sido una valiosa herramienta en la medicina para
el diagndstico de diversos estados patoldgicos o bien para la deteccidn de cambios
fisioldgicos. La prueba de ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos mar-
cados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoad-
sorbente) la reaccién antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera
facilmente revelada mediante la adicion de un substrato y cromdgeno especifico
gue al actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable
mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro .

APLICACIONES DE LA PRUEBA DE ELISA

Enfermedades producidas por parasitos:
Toxocara canis, Babesias, Tripanosomas, Toxoplasmosis, Triquinosis

Enfermedades producidas por Micoplasmas:
Neumonia Enzootica en cerdos

Enfermedades producidas por bacterias:
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae
Brucelas, Enterotoxinas, Estreptococos. Salmonelas
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Enfermedades producidas por virus:
Peste porcina africana, Peste porcina clasica, Rinotraqueitis infecciosa, Rotavirus
Artritis virica

Otras aplicaciones:
Hormonas, Gonadotropin coridnica, Progesteron, Testosterona, Hormonas tiroi-
deas

Cuantificacion de inmunoglobulinas:
IgG, IgE

Los tipos de ELISA se pueden resumir en dos grandes grupos:

e ELISA para detectar antigenos: ELISA Directa, ELISA sandwich.
e ELISA para detectar anticuerpos: ELISA indirecta, ELISA de Captura.

La fase solida: debe ser de un tipo que permita un facil manejo (especialmente
en los procesos de lavado) y la reproducibilidad de la unién de antigenos o anti-
cuerpos sobre su superficie. Las microplacas de 96 pocillos y un volumen de 350uL
son especialmente ventajosas para procesar un elevado niumero de muestras y una
vez tapizadas, el material inmovilizado permanece reactivo mucho tiempo siempre
gue se mantenga seco y a baja temperatura. Normalmente se utilizan microplacas
de poliestireno de fondo plano que pueden adquirirse estériles y con o sin tapa.

Enzimas: La enzima escogida como marcador debe unirse facilmente a antige-
nos y anticuerpos, encontrarse en estado puro a un precio razonable y tener un
substrato cromogénico o fluorogénico conveniente y de facil preparacion. Las enzi-
mas mas utilizadas son fosfatas alcalina, peroxidasa de rdbano y B-galactosidasa.

Las técnicas de ELISA se realizan mediante la adicién secuencial de todos los
reactivos necesarios separados por etapas de lavado. Cada una de las operacio-
nes puede realizarse manualmente con micropipetas o con equipamiento para la
automatizacion de todas y cada una de las etapas. Esta completa automatizacién
se justifica por la necesidad de procesar y analizar un gran nimero de muestras y
necesitar una elevada repetibilidad de resultados.
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TIPOS DE ELISA

ELISA Directo
Consta de las siguientes etapas:

1.-Fijacion al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos. Lavado
para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

A
A
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Figura 129

2. Adicion de anticuerpos marcados (“conjugado”) con una enzima; si los an-
ticuerpos reaccionan con los antigenos, el complejo quedara solubilizado. Lavado
para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

ARAA

Figura 130

3. Adicion de un substrato y cromdgeno sobre los que actla la enzima, al finali-
zar la reaccion enzimatica y desarrollo de color, se puede detener con una solucién
de paro.

La lectura puede ser visual o mediante el uso del lector ELISA.
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Figura 131

ELISA Sandwich "DAS"” (Double Antibody Sandwich)

Consta de las siguientes etapas:

1. Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patdégeno a
detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados.

Figura 132

2. Adicién de la muestra problema (sangre, suero, plasma) reaccionara espe-
cificamente con los anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los antige-
nos que no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados.
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Figura 133

3. Adicién de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener un

epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte) con- 131
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jugados con una enzima, los cuales reaccionan con los antigenos anadidos con la

. muestra problema y que se encuentran fijados a los anticuerpos.

Lavar para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

1999

Figura 134

4. Adicién de un substrato y cromdgeno sobre los que actua la enzima, al finali-
zar la reaccion enzimatica y desarrollo de color se puede detener con una solucién
de paro.

La lectura puede ser visual o mediante el uso del lector ELISA.

Figura 135

ELISA Indirecto
Consta de las siguientes etapas:
1.- Fijacién al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos

objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no
fijados.
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Figura 136

2.- Adicidon del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los an-
ticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

AAA A

Figura 137

3.- Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccio-
nan con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se encuen-
tran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados
que no hayan reaccionado.

XA

Figura 138

4.- Adicién de un substrato y cromdégeno sobre los que actlia la enzima, al fina-
lizar la reaccion enzimatica y desarrollo de color se puede detener con una solucién
de paro.

La lectura puede ser visual o mediante el uso del lector ELISA.
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Figura 139

ELISA Competitivo
Consta de las siguientes etapas:

1.- Incubacién del Anticuerpo problema con el antigeno especifico fijado a la
placa. Lavado para eliminar anticuerpos no fijados al antigeno.

Figura 140

2. Incubacién de un anticuerpo marcado especifico contra el antigeno. Lavado
para eliminar anticuerpos no fijados al antigeno.

Figura 141
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3. Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcado-
ra. Se puede parar la reaccién si se desea.

Figura 142

4.-Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de ambas pruebas
y comparar los resultados. Una muestra positiva no generaria reaccion de color,
mientras que una muestra negativa si habria cambio de color.

Figura 143

LECTURA E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Una de las grandes ventajas de la técnica ELISA es la posible automatizacion de
la lectura y, por lo tanto, su objetividad. Dicha automatizacién se puede conseguir
con un simple colorimetro o espectrofotémetro de cubeta o con sofisticados equi-
pos de lectura automatica de microplacas.

Los resultados finales de la lectura colorimétrica se reflejan numéricamente me-
diante valores de absorbancia o densidad dptica que se obtendran a la longitud de
onda mas adecuada para la coloracién final alcanzada.
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OBJETIVO

. Que el alumno conozca los fundamentos de las técnicas de ELISA, asi como su

aplicacion clinica.

MATERIAL

REACTIVOS

- Kit comercial para la prueba de ELISA.(sera proporcionado por el Profesor ins-
tructor)

BIOLOGICO

- Sueros problema

EQUIPO

- Micropipetas de 20, 100,200 y 1 000uls para servir las muestras y los reacti-
VOS. .

- Lector de ELISA

PROCEDIMIENTO

Preparacion de los sueros: Los sueros a probar (sueros problema) seran dilui-
dos 1/40 (ejemplo a 10ul de suero se le adiciona 390pul de diluyente). Cambie la
punta de la micropipeta por cada uno de los sueros a diluir.

A todos los reactivos se les debe permitir ponerse a temperatura ambiente 20°-
250C, antes de su uso. Los reactivos deben homogenizarse agitdndolos suavemente.
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Pasos generales de un ELISA Indirecto

1.- En la placa adsorbida con el antigeno, registrar la posicién de las muestras.

2.- Poner 100 pl de control negativo en los pocillos Al y B1. El control esta listo
para su uso, no se requiere dilucién.

3.- Poner 100 pl de control positivo en los pocillos C1 y D1. El control esta listo
para su uso no se requiere dilucion.

4.- Poner 100l de cada uno de los sueros diluidos en los pocillos apropiados. Es
aconsejable poner los sueros por duplicado.

5.- Incubar 30 min. a temperatura ambiente 200-25°C.

6.- Aspire el contenido de cada uno de los pocillos y deséchelo en un apropiado
contenedor.

7.-Lavar cada pocillo con aproximadamente 300 ul de solucion de lavado de 3 a
5 veces. Aspirar el contenido de todos los pocillos después de cada lavado. Evitar
que la placa se seque entre los lavados y antes de afiadir el conjugado. Después de
la Ultima aspiracion del liquido sacudir el liquido residual de cada placa en material
absorbente de forma suave pero firme.

8.- Poner 100 pl de un anti-IgG: HRPO conjugado en cada uno de los pocillos.
Incubar a temperatura de 20°-250°C.

9.- Repetir los pasos 6y 7

10.- Poner 100 pul de solucion de sustrato TMB en cada pocillo de prueba. Incubar
a temperatura ambiente durante 15 minutos a 20°-25°C.

11.- Poner 50 pl de solucién de paro en cada pocillo para detener la reaccién.

12.- Mida y registre los valores de absorbancia (densidad 6ptica) por cada uno
de los pocillos a la densidad especificada en el kit (450 o 650 nm) usando un lector
ELISA (espectrofotdmetro).

13.- Calcular los resultados.

El calculo de los resultados se hara de acuerdo a las especificaciones del kit pro-

porcionado.
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Figura 144. Figura 145.
A) Agregando el conjugado. B) Realizando lavado.

Figura 146. Figura 147.
C) Después de incubar. D) Lectura de los resultados en lector
de ELISA (espectrofotometro).

Figura 148. Algunas etapas
de la prueba de ELISA.
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TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

e Las puntas para micropipeta se colocaran en un frasco, conteniendo un des-
infectante (cloro al 1%).

e Las placas de ELISA utilizadas se colocaran en una solucion desinfectante
(cloro al 1%) para su posterior destruccién en el incinerador.

Anota los resultados obtenidos de tus sueros problema.

Cuadro 20
Suero Densidad Optica Interpretacion
1
2
3

CUESTIONARIO DE EVALUACION

1 .Menciona 3 enfermedades de campafia que emplean la técnica de ELISA.

2. Ademas de la prueba de ELISA menciona tres pruebas consideradas como de
fijacion primaria.

3. Menciona 3 enzimas y sus sustratos respectivos empleados y los colores que
dan al terminar la reaccion.
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4. Menciona tres kits comerciales de ELISA para el diagnéstico rapido de enfer-
medades en pequefias especies que puedan adquirirse en México.

5. Menciona tres kits comerciales de ELISA empleados para el diagndstico de las
enfermedades de campafa.
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PRACTICA 11

ELABORACION DE UNA BACTERINA

INTRODUCCION

En la medicina veterinaria, son fundamentales las buenas practicas de manejo
y las buenas practicas clinicas, la profilaxis y no la terapia de los padecimientos da
la diferencia entre una explotacién productiva y una improductiva. La prevencién
de las enfermedades, se puede llevar acabo de manera pasiva, mediante la trans-
ferencia de inmunoglobulinas a los individuos utilizando sueros heperinmunes, o
de manera activa; mediante el uso de productos bioldgicos inmunizantes (vacunas,
bacterinas o toxoides).

Las medidas de bioseguridad implementadas en una explotacién pecuaria, inclu-
yen la profilaxis pasiva, la cual es cara y de eficiencia dudosa. Debe ser utilizada
solamente en casos muy especiales, tales como la proteccidon de animales muy
jovenes o muy valiosos, o en presencia de una enfermedad intratable, para pro-
teger a la poblacidn bajo riesgo de contagio. Por otro lado, la inmunizacién activa
mediante el uso de vacunas, bacterinas o toxoides es barata y eficaz, y se utilizan
de rutina en la proteccién de todo tipo de animales contra las enfermedades infec-
ciosas mas comunes y en las diversas regiones geograficas.

Existen tres tipos principales de productos bioldgicos inmunizantes: Vacunas
que se elaboran con virus muerto (inactivado) y aquellas preparadas con bacterias,
virus vivo atenuado, modificado 6 algunas proteinas o fragmentos antigénicos es-
pecificos, Bacterinas y Toxoides.

VACUNAS

a. Vacunas con virus muerto (inactivado).

Consisten de virus generalmente cultivados en tejidos o en huevos embrionados
gue han sido quimicamente inactivados con formalina o beta-propiolactona. Estas
vacunas contienen un adyuvante que las hace mas inmunogénicas.
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b. Vacunas vivas atenuadas y modificadas.

En el caso de las bacterias, se les llama asi a los preparados que contienen agen-
tes vivos con virulencia disminuida (atenuadas) generalmente por restriccion de
nutrientes o por adicion de inhibidores de crecimiento.

En el caso de los virus, se denomina de esta manera a todos los preparados con
virus vivo atenuado 6 modificado, segun el caso. La atenuacion 6 modificacién de
las particulas virales se efectia por el cultivo seriado del agente en cultivos celula-
res, en huevos embrionados o en animales de laboratorio. En esta clasificacion se
agrupan la mayoria de vacunas utilizadas en medicina veterinaria.

En algunos padecimientos, se pueden utilizar vacunas vivas virulentas (de virus
o bacterias), que no provocan la enfermedad pero se inoculan por via diferente
de la utilizada por la infeccién natural. Todos estos productos que utilizan agentes
vivos, provocan mejor inmunidad pero son dificiles de manejar en condiciones de
campo y presentan el problema de la creacién de animales portadores sanos (ec-
tima contagioso caprino).

En la actualidad existen una gran gama de productos inmunizantes de nueva
generaciéon desarrollados con el fin de ofrecer en el mercado veterinario productos
mas seguros y eficaces, entre estas tenemos:

e Vacunas derivadas de la ingenieria genética (vacunas recombinantes, subu-
nitarias y deletadas).

e Vacunas anti-idiotipo.

e Vacunas de péptidos sintéticos.

o Vacunas de ADN.

BACTERINAS

Se les llama asi a las suspensiones de bacterias patégenas muertas que se
utilizan para inmunizar a los animales. Son la forma mas comuUn de inmunizacion
contra agentes bacterianos, aunque no proporcionan una inmunidad duradera. A
demas de esto estimulan solamente una respuesta humoral y no celular, lo cual no
es siempre efectiva para proteger un animal.
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TOXOIDES

Se les llama asi a las toxinas que, sea por calentamiento, envejecimiento o por
accion del formol, han perdido su poder toéxico, reteniendo al mismo tiempo sus
caracteristicas antigénicas. Estos sdlo se utilizan como prevencion contra aquellas
enfermedades en las cuales las lesiones son producto exclusivo de la toxina, mas
no de la accidon directa de la bacteria que las secreta.

La eficacia de los productos bioldgicos inmunizantes varia dependiendo de:

1. El microorganismo en cuestion: algunos microorganismos son mas antigéni-
COSs que otros.

2. Edad del animal: los animales muy jévenes o muy viejos no responden con la
misma intensidad que los animales de edades intermedias.

3. Estado fisioldgico: los animales enfermos al igual que los desnutridos, respon-
den pobremente a la inmunizacién.

4. Tipo de inmunidad: las bacterinas y las vacunas a virus muerto, estimulan la
produccion de inmunidad humoral y ésta no protege contra ciertas enfermedades.

5. Uso de Adyuvantes: son substancias que aumentan inespecificamente la an-
tigenicidad de un preparado, estimulando preferentemente inmunidad de tipo ce-
lular.

6. Via de inoculacién: existen vias de inoculacién que determinan la intensidad
y la naturaleza de la respuesta obtenida (Cuadro 22).

ADYUVANTES

Son sustancias que actuan inespecificamente intensificando la respuesta del ani-
mal al antigeno, existen tres tipos principales:

Aceites: poco utilizados en la practica, ya que pueden producir considerable
irritacion, son sin embargo los mas eficaces. Pueden ser simplemente aceites (ge-
neralmente minerales) tal como el Nujol, o pueden ser combinaciones de varios
aceites en agua, como el adyuvante de Freund completo que lleva ademas un culti-
vo Mycobacterium sp. muerto, que hace de este adyuvante el mas poderoso, pero

también el mas irritante.
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Geles: algunos geles, tal como el hidréxido de aluminio, estimulan una fuerte
respuesta inmune, siendo al mismo tiempo poco irritante. Por esta razén se utilizan
ampliamente en preparados comerciales.

La accidén de los adyuvantes oleosos, y de los geles obedece a tres razones prin-
Cipales:

e La liberacidon del antigeno se efectia mucho mas lentamente, provocando asi
un estimulo antigénico duradero.

e Los aceites y las ceras de la pared celular de Mycobacterium sp., tienen una
poderosa actividad quimiotactica para los macréfagos que son atraidos en
gran numero al sitio donde se deposito6 el antigeno.

e Eventualmente se desprenden pequefias gotitas de adyuvante con antigeno
que se depositan en otros lugares del organismo, produciendo asi nuevos
focos de estimulacion.

Toxinas de Gram: Estas representan pedazos de la pared celular de estas bac-
terias y producen su efecto adyuvante aun si no van unidas con el antigeno, o si
éste se inocula en una zona diferente del organismo. El mecanismo de accién no
se conoce con exactitud.

Cuadro 21
VIAS DE INOCULACION

VIA RESPUESTA

Intradérmica (ID) No se usan para inmunizar, sirve para pruebas diag-
nosticas del tipo de la tuberculina.

Subcutanea (SC) | No muy eficaz con antigenos solubles. Es muy ef
ciente con antigenos particulados, ya que la zona es
muy rica en macréfagos pero no en polimorfonuclea-
res. Metabolizacién lenta.
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Intramuscular | (IM) | Similar a la subcutdnea. Puede causar irritaciones lo-
cales que dificulten el movimiento al musculo involu-
crado.

Intraperitoneal | (IP) Poco eficaz. El antigeno es rapidamente alcanzado po
células polimorfonucleares y no por macroéfagos. Me-
tabolizacion rapida.

Intravenosa (IV) | Similar a la via IP.

Oral (0) Para estimular inmunidad local (IgA).

Sélo en infecciones predominantemente entéricas.

Respiratoria (R) Para estimular la inmunidad local (IgA).

En infecciones pulmonares.

Ocular (OC) | Para inmunizar rapidamente gran nimero de anima-
les (aves).

OBJETIVOS

1. El alumno conocera los diversos tipos y mecanismos de accién de los diferen-
tes productos bioldgicos inmunizantes que se emplean en la prevencion de enfer-
medades en los animales domésticos.

2. Elaborar una bacterina autégena utilizando una cepa de campo de Pasteurella
multocida, tomando como referencia las especificaciones de produccion menciona-
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das en la Norma Oficial Mexicana NOM-049-Z00-1995 “Requisitos minimos para
las bacterinas empleadas en la prevencion y control de la pasteurelosis neumaénica
bovina producida por Pasteurella multocida serotipos Ay D”.

ACTIVIDADES PREVIAS A LA PRACTICA

El alumno requiere haber leido sobre el tema de vacunas, asi como haber con-
sultado la Norma Oficial Mexicana NOM-049-Z00-1995

MATERIAL

BIOLOGICO

5 ml de cultivo bacteriano de Pasteurella multocida en una concentracion de
1x108 (medio BHI).

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Formol al 0.2%.

Solucidn estéril de Cloruro de Aluminio (ALCI) al 10%.
Solucidn estéril de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 10%.
1 tubo de ensaye con 12 ml de agua destilada estéril.

1 Medio de agar BHI.

MATERIAL
4 pipetas de 1 ml (1/10).

1 juego para tinciéon de Gram.

2 tubos de ensaye de 10 ml estériles para centrifuga.
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2 Viales de color ambar estériles

. 1 Asa de inoculacién
1 Mechero Bunsen
1 frasco con desinfectante y franela
. 1 jeringa de 3 ml estéril
Tiras reactivas de pH

Nefeldometro de MacFarland

Centrifuga

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El protocolo de fabricacion de nuestra bacterina autégena “Autobacterina”, to-
mara como base lo establecido en las siguientes Normas Oficiales Mexicanas:

e Norma Oficial Mexicana NOM-049-Z00-1995 “Requisitos minimos para las
bacterinas empleadas en la prevencién y control de la pasteurelosis neumo-
nica bovina producida por Pasteurella multocida serotipos Ay D”.

e Norma Oficial Mexicana NOM-063-Z00-1999 “Especificaciones para los bio-
l6gicos empleados en la prevencion y control de las enfermedades que afec-
tan a los animales”.

PROTOCOLO DE FABRICACION
1. Inactivar el cultivo de Pasteurella multocida tipo D, adicionando formol en una
concentracion final de 0.2 a 0.4 %.

2. Incubar el cultivo formolizado a 37° C. Durante 30 minutos.

3. Tomar una asada del cultivo e inocular la mitad de una placa de agar BHI,
incubar 24 horas a 37°C para constatar la inactivacion de la bacteria, (corresponde
a la prueba de esterilidad).
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4. Realizar una tincién de Gram al cultivo para determinar la morfologia y afini-
dad del cultivo bacteriano (corresponde a la prueba de pureza del cultivo).

5. Centrifugar el cultivo bacteriano a 2000 rpm por 10 minutos para obtener la
biomasa.

6. Desechar el sobrante y sustituirlo por una cantidad igual de agua destilada o
agua inyectable estéril.

7. Centrifugar nuevamente el cultivo bacteriano a 2000 rpm por 10 minutos.

8. Desechar el sobrante y adicionar agua destilada estéril hasta obtener una opa-
cidad igual a la del tubo control 1x108 (Fig. 149) del Nefeldmetro de MacFarland.

9. Con la finalidad de incorporar el adyuvante, adicionar a tu cultivo bacteriano
una solucion estéril de Cloruro de Aluminio 10% a razdén de 46.6 ml/litro de cultivo
y homogenizar bien el preparado.

10. Calibrar el pH a 7.0 utilizando tiras reactivas o potenciémetro (Fig. 150).
Esto se logra adicionando gota a gota una solucidn estéril de Hidroxido de Sodio al
10%.

11. Envasar el producto terminado en viales de 3 ml. Identificar los viales con los
siguientes datos: Bacterina Pasteurella multocida, fecha de elaboraciéon, niumero
de equipo y grupo.

12. Tomar una muestra del producto terminado e inocular la otra mitad de la
placa de agar BHI, incubar 24 horas a 37°C para constatar la inactivacién de la
bacteria.

13. Realizar pruebas de seguridad y potencia segun los protocolos.
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Figura 149. Tubo del Nefeldmetro Figura 150. Parametros
de MacFarland 1x102 de color para calibrar el pH.

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

1. Los sobrenadantes del cultivo bacteriano deben depositarse en el frasco o
recipiente que contiene desinfectante para posteriormente ser esterilizados e inci-
nerados.

2. Las cajas de Petri y los tubos de ensaye utilizados durante la practica, deben
colocarse en el recipiente o contenedor correspondiente para ser esterilizados y
posteriormente incinerados (de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SE-
MARNAT-SSA1-2002).

TABLAS DE RESULTADOS EXPERIMENTALES

1. Registre la morfologia bacteriana y la afinidad de los microorganismos a la
tincion de Gram, debe observar sélo bacilos Gram negativos con tincion bipolar
(prueba de pureza).

2. Registre el crecimiento bacteriano después de incubar la placa de agar BHI 24
horas a 37°C (prueba de esterilidad).
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1. ¢Qué es una bacterina?

2. ¢Qué tipo de inmunidad induce la inmunizaciéon con bacterinas?

3. ¢Cuadl es la finalidad de adicionar un adyuvante en la elaboracién de bacteri-
nas?

4. Para que se realizan las pruebas de esterilidad y pureza?

5. Cual via de inoculacion se utiliza para la aplicacién de bacterinas y por qué ?
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