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RESUMEN: Con el objeto de profundizar en el conocimiento de la Toxoplasmosis
en la especie caprina, se realizé un estudio detallado de los parémetros hemati-
cos y de la respuesta inmune humoral generada frente a T. gondii en 24 cabri-
tos, pertenecientes a la Agrupacion Caprina Canaria (A.C.C.), que habfan sido
infectados experimentalmente con el citado protozoo. Los resultados obtenidos
fueron analizados utilizando el paquete estadistico SPSS 8.0 para Windows 95,
tratando de relacionar la respuesta serolégica para los isotipos IgG e IgM con las
direncias observadas entre animales inoculados y testigos en distintos paréme-
tros hematicos.

SUMMARY: In order to analyze the evolution of Toxoplasmosis in goats, a study on
specific antibodies levels against Toxoplasma gondii antigens and on evolution of
haematological parameters have been performed on A.C.C. goat kids, which were
experimentally inoculated with the parasite. Also, after statitical processing of sero-
logy and haematology results with SPPS 0.8 for Windows 95, evolution of IgG and
IgM levels have been related with haematological parameters differences between
infected and control group.

Introduccion

La Toxoplasmosis es una de las
zoonosis parasitarias mds difundida
a nivel mundial, y a pesar de que
suele cursar de forma asintomdtica,
en la especie humana, la infeccién,
congénita o adquirida después del
nacimiento, puede ser muy grave en
mujeres que se infectan por primera
vez durante la gestacién (abortos,
malformaciones congénitas, etc.) y

en individuos cuyo sistema inmune
estd comprometido, como en los en-
fermos con el sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (SIDA), los
pacientes que hayan recibido tera-
pias inmunosupresoras, etc.

Por este motivo, el estudio de la
Toxoplasmosis en la Agrupacién
Caprina Canaria, uno de los mayo-
res recursos de nuestra region, es de
gran importancia, por ser una de las
especies ganaderas mds susceptibles

a Toxoplasma gondii y una de las
principales fuentes de transmisién
de la enfermedad a la especie huma-
na a través del consumo de carne po-
co cocinada o de la leche no pasteu-
rizada (10,19, 21,24, 25, 28).

Como ocurre en la mayorfa de
las infecciones provocadas por pro-
tozoos, 7. gondii favorece el desarro-
llo de la respuesta inmune humoral y
celular (3,14) siendo ambas respon-
sables del control de la multiplica-
cién y diseminacién del pardsito en
el hospedador, repercutiendo signifi-
cativamente tanto sobre el curso de
la infeccién como en la presentacién
de las manifestaciones clinicas.

Ante estas circunstancias, y te-
niendo en cuenta que en la isla de
Gran Canaria, se ha detectado una
alta seroprevalencia de la Toxoplas-
mosis en la especie caprina ademds de
en la bovina y en la especie humana
(23) las investigaciones realizadas en
este sentido tienen interés tanto des-
de el punto de vista ganadero como

el de la Salud Piblica.
Material y métodos

En este estudio se utilizaron 24
cabritos de un mes de vida, pertene-
cientes a la Agrupacién Caprina
Canaria (A.C.C.), que fueron infec-
tados experimentalmente con la ce-
pa RH de T gondii.

Antes y durante la experiencia se
extrajeron, de forma seriada, mues-
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tras de sangre y suero de cada uno de
los animales con el objeto de estu-
diar diferentes pardmetros hemdti-
cos, asi como su repuesta inmune
humoral. A estas tomas se les deno-
miné control, siendo efectuados un
total de catorce controles, como se
puede apreciar en la Tabla 1.

Perfil serolégico

La respuesta humoral de los ca-
britos inoculados fue estudiada me-
diante sendos métodos E.L.IS.A.
para la deteccién de los niveles de
IgG e IgM anti- 7. gondii, utilizdndo-
se, en el caso de la IgG, la técnica es-
tandarizada descrita por CALAMEL
y LAMBERT (1988) (6) y en el ca-
so de la IgM, el protocolo desarrolla-
do por LE BRETON (1991) (13)

con algunas modificaciones.

Pardmetros hemdticos

Con la finalidad de realizar un
seguimiento de los pardmetros he-
mdticos, se recogieron 5 ml de san-
gre en tubos con EDTA tripotdsico,
procediéndose de la siguiente forma:

- Se realizaron frotis sanguineos, que
fueron tenidos mediante un méto-
do Panéptico Rédpido (QCA), con
el objetivo de elaborar la Férmula
Leucocitaria a partir de un total de
200 leucocitos.

- Mediante el empleo de un contador
hemarolégico (Sysmex F-800), se
obtuvo, de cada uno de los contro-
les, los valores relativos a recuento de
eritrocitos y recuento total de leuco-
citos, ademds de la concentracién de
hemoglobina y valor hematocriro.

Procesado estadistico: comporta-
miento temporal de los diferentes
parimetros hemiticos y su relacién
con los perfiles de anticuerpos

Con la intencidén de estudiar de
una forma gréfica, sencilla y de ma-
nera diferencial, la tendencia en el

Forto 1.

tiempo y el comportamiento de los
diferentes pardmetros hemdticos, se
procedié mediante transformacién y
a efectos estadisticos, a la definicién
de las variables “diferencias”, siendo
estas la diferencia entre las medias de
los pardmetros hemdticos encontra-
dos para el grupo de los animales
inoculados frente a la de los no ino-
culados.

Estas variables “diferencias” pue-
den ser fuertemente positivas, con lo
que el valor del pardmetro estudiado
en cada uno de los casos presentard
un valor mds grande en animales
inoculados, o bien negativa, si suce-
de el caso contrario. Todo ello nos va
a permitir ver cémo evoluciona la
diferencia de cada uno de los paré-
metros hemdticos en el transcurso
de los dias post-inoculacién y de es-
ta forma relacionarlos con los resul-
tados seroldgicos.

El nombre de las variables dife-
rencias es igual que el nombre gené-
rico, anteponiendo el prefijo di. Asi,
si hematocrito es hemat, la diferen-
cia es dihemat. Estos nombres de

Tabla 1. Recogida de muestras (Control) a lo largo del experimento

(dias post-inoculacién -d.p.i.-).
N° de Control 0 1 v 2 3_

Dia post-
inoculacién (d.p.i.) Ol | & 7

2l Bl A 8 BTl T 23

141 21| 28| 35| 42| 49| 56| 63| 77|91

variables son los que se han dado pa-
ra poder procesar los datos con el
paquete estadistico SPSS 8.0 para
Windows 95.

Para las representaciones graficas
y; debido al distinto recorrido de las
variables, hemos optado por repre-
sentar la evolucién temporal (dfas
post-inoculacién) de las variables
hemdticas una vez tipificadas o nor-
malizadas (normalizacién por su
media y desviacién tipica).

Resultados
Perfil serolégico

Los animales inoculados mostra-
ron un incremento significativo de
anticuerpos una semana después de
la infeccién para el caso de la IgM
especifica y a las dos semanas en el
caso de la IgG, alcanzdndose un va-
lor mdximo a los 14 dfas y a los 35
dfas post-inoculacién, respectiva-
mente, como se puede apreciar en el

Grifico 1.

Parimetros hemaiticos

En cuanto a los pardmetros he-
mdticos obtenidos en los cabritos
inoculados, sélo se detecto una
disminucién progresiva en la con-
centracién de hemoglobina mien-
tras que en el nivel de eosindfilos
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se observé una tendencia lineal al al-
za siendo la tasa de crecimiento por
dia de 3.25 unidades de eosinofilos
por término medio y dfa transcurri-
do tras la inoculacién.

Procesado estadistico: Comporta-
miento temporal de los diferentes
parametros hematicos y su relacién
con los perfiles de anticuerpos

Antes de las representaciones grafi-
cas es conveniente estudiar las correla-
ciones entre las variables “diferencias”
de los diferentes pardmetros hemdticos
y los niveles de IgG anti- Toxoplasma
gondii. Las relativas a IgM mostraron
menos interés dado que ésta variable
alcanza un pico durante las primeras
semanas del experimento (14 d.p.i.) y
posteriormente disminuyen hasta al-
canzar valores préximos a cero.

Las variables diferencias en he-
moglobina (difhemog) y diferencia
en recuento de linfocitos (diflinfo)
estdin fuertemente correladas, al
95% de significacién, con la varia-
ble IgG, mientras que las variables
diferencia de eosinéfilos (difeos) y
diferencia de eritrocitos (diferitr) al
ser significativas al 90% se encuen-
tran al borde de la significacién.

Los resultados estadisticos se han
agrupado en varias grdficas que en
orden de importancia estadfstica van
desde las variables con fuerte correla-
cién a las que menos correladas se
encuentran.

En los Gréfico 2 y 3 se muestran
los valores tipificados o normaliza-
dos en el eje de ordenadas de los pa-
rimetros hemdticos que tienen una
correlacién mds elevada y los niveles
de anticuerpos especificos que se in-
dican en el cuadro de leyendas del
grifico. Una normalizacién en una
variable continua significa [z=(x-
X)/s, donde X es la media de la mues-
tra y s es la desviacién tipica mues-
tral].

En el Gréfico 2, se muestran los
pardmetros hemdticos de la férmu-
la leucocitaria (linfocitos y eosiné-
filos), junto con el recuento total
de leucocitos que presentan corre-
lacién con la evolucién en el tiem-
po con la concentracién de IgG
especifica.

En dicha Figura se puede ob-
servar como se produce el primer
aumento en las tres variables dife-
rencia coincidente con el pico de
IgM anti- Toxoplasma gondii. Pos-
teriormente se aprecia un segundo
aumento entre los 56 y 63 d.p.i.,
siendo en este caso mayor que el
primero.

En la Grifico 3, se muestran los
pardmetros hemdticos relacionados
con la serie roja.

En ella, se puede observar varios
aspectos:

1. El recuento de glébulos rojos, su-
fre una fuerte disminucién que
coincide en el tiempo con el pico
de IgM especificas. Sin embargo
el nimero de eritrocitos oscila a
lo largo de todo el perfodo post-
inoculacién.

. —e—[gG —w—igM
1.500—

2. La hemoglobina tiende a dismi-
nuir en los individuos inoculados.

3. El porcentaje de hematocrito ex-
perimenta una tendencia similar
a la hemoglobina.

A la hora de analizar si existe
algiin modelo que sea capaz de rela-
cionar el comportamiento de las cur-
vas IgG e IgM encontradas experi-
mentalmente con las diferencias en
los pardmetros hemdticos entre los
individuos inoculados y los del lote
control. Para ello, utilizamos la he-
rramienta estadistica de regresién
multiple que nos va a permitir, me-
diante el procedimiento escalonado
de introduccién de variables, decidir
cudles de ellas explican el mayor por-
centaje de varianza, utilizando como
variables independientes las nueve
variables diferencia en los pardme-
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Linfocitos
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—— Tendencia Linfocitos
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/. Evolucién de las variables hemdticas tipificados relacionados con la serie roja
(Recuento de Eritrocitos, Concentracién de Hemoglobina y Valor Hematocrito) y niveles
séricos de IgG e IgM especificas. Asf mismo se representa la tendencia de la evolucién de
la variable diferencia del valor hematocrito y la concentracién de hemoglobina.
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tros hemdticos y como dependientes
los valores en unidades de IgG e IgM
especificas.

Respecto al modelo obtenido
con el paquete estadistico SPSS, y
en concreto para la el isotipo IgG, el
mejor modelo es el que corresponde
a la inclusién de tan sélo dos varia-
bles independientes (denominadas
predictores). Estas dos variables se
corresponden con la diferencia en el
hematocrito, que va disminuyendo
con los dias post inoculacién en los
individuos inoculados, y con la dife-
rencia en el nivel de eosinéfilos que

va aumentando con ¢l tiempo en los
sujetos que fueron inoculadas con
Toxoplasma gondii. El resultado del
ajuste nos conduce a un modelo de
la forma que se expresa en la
Ecuacién 1. En la que se muestra el
error estadistico en cada pardmetro
obtenido.

Ig Guniduas= (313.37+113)~(81.61+27.47).
AHemat+(1.262+0.458).AEos (1)

Donde DHemat yDEos represen-
tan, respectivamente, las variables
diferencia en el valor hematocrito y

=

o)

1
—

Variable tipificada, Z

—— Hematocrito —#—IgG —#%— Eritrocitos

—=—Hemoglobina —se— g\

— Tendencia Hematocrito

Tendencia Hemoglobina

A\ Evolucién de los variables hemiticas tipificados relacionados con la serie roja (Recuento
de Eritrocitos, Concentracién de Hemoglobina y Valor Hematocrito) y niveles séricos de
IgG e IgM especificas. Asi mismo se representa la tendencia de la evolucién de la variable
diferencia del valor hematocrito y la concentracién de hemoglobina.

. Comparacion entre IgG experimental y el ajustado

800 —

300, —

[ T e TR e .

Dias post inoculacién

—&—|gG experimental —e— IgG ajustado al modelo
A\ Representacién grdfica de la evolucién de los niveles de IgG especificos obtenidos en
condiciones experimentales y la obtenida a partir de la ecuacién 1 con los predictores
“diferencia del valor hematocrito” y “recuento de eosinéfilos” .

en el nivel de eosinéfilos, antes men-
cionadas. El pardmetro de la bondad
del ajuste F tiene un valor de 9.669
y la significacién es de 0.005. Para
ver mejor el ajuste, lel grifico 4 nos
muestra los valores de la IgG experi-
mental comparados con los obteni-
dos por el ajuste a partir del modelo.
Se puede observar que el modelo es
bueno en lineas generales. No obs-
tante, durante los perfodos iniciales
de la experiencia predice valores de
IgG mis altos que los reales, lo que
podria explicarse por que en esos pe-
riodos iniciales los animales inocula-
das presentaban unos recuentos dife-
renciales de eosinéfilos elevados.

En el caso de la evolucién de los
niveles IgM especificos, el nimero
de predictores necesarios para expli-
car el comportamiento de esta varia-
ble en el tiempo post-inoculacién
aumenta a cuatro. En este caso son
las variables diferencia en el recuen-
to de eritrocitos, que sufren una
fuerte cafda en los inoculados en el
momento en el que se incrementan
los niveles de IgM pero que luego
permanecen oscilando en torno a un
valor determinado; respecto al valor
hematocrito, este experimenta una
disminucién en los animales inocu-
lados, los linfocitos tienen a aumen-
tar; y por su parte, la concentracién
de hemoglobina sufre una fuerte dis-
minucién. El ajuste nos da un valor
de F superior al anterior 24.316, lo
que es de prever un mejor ajuste y
una significacién de 0. La ecuacién 2
nos muestra la forma matemdtica del

modelo lineal muiltiple:

IgMuider= (3.164+1.318)-(0.0000043+0).
AErit+(3.633+0.583). AHemat+
(2)+(0.003£0.001).ALin-
(5.914+1.923 AHemog

Tal y como se describié para el
caso anterior el simbolo D represen-
ta la diferencia entre sujetos inocula-
dos y no inoculados para los pard-
metros hemdticos: Eritrocitos, Erit
Hematocrito, Hemat; Linfocitos,
Lin; y, finalmente, Hemoglobina,
Hemog. El Griéfico 5, nos ilustra de
una manera grifica la bondad del
ajuste.
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Dias post inoculacion

—a— |gM experimental

—e— |gM ajustado al modelo

A\ Representacién grifica de la evolucién de los niveles de IgM especificos obtenidos en
condiciones experimentales y la obtenida a partir de la ecuacién 2.

Discusién

El método E.L.LS.A., a pesar de
ser una técnica muy utilizada en el
diagnéstico de la Toxoplasmosis en el
ganado caprino y en el establecimien-
to de la seroprevalencia de esta infec-
cién en distintas zonas geograficas (1,
2,45, 7,8,9,11,;12,15; 16; 17, 18,
20, 22, 23, 26, 27), no se ha utilizado
con la misma frecuencia a la hora de
analizar la evolucién de los niveles de
Igs especificas en el transcurso de la
infeccién, lo que podrfa aportar datos
interesante como los referidos a estu-
dios comparativos entre los mismos y
otros pardmetros que sufren modifica-
ciones en el curso de la infeccién. Es
el caso del estudio comparativo entre
diferentes pardmetros hemdticos y la
evolucién en el tiempo de estos con el
perfil serolégico de las inmunoglobu-
linas G y M especificas utilizando el
programa estadistico SPSS 8.0 para
Windows 95 llevado a cabo en el pre-
sente trabajo.

Aunque esta forma de procesar
los datos obtenidos es, en cierta me-
dida novedosa, el empleo de la mis-
ma podria ser interesante no solo en
el estudio de la Toxoplasmosis sino
también en otras parasitosis, favore-
ciendo por lo tanto, la interpreta-
cién mds en profundidad de las po-
sibles relaciones entre la respuesta se-
rolégica y hematolégica.

Con la determinacién del grado
de correlacién entre el nivel de IgG
anti- Toxoplasma gondii y cada una
de las variables hemdticas se preten-
de conocer que relacién guarda
aquella con éstas. El rango de corre-
lacién oscila entre —1 y +1, siendo
positivo para aquellas variables dife-
rencia que aumentan a medida que
lo hace la IgG, y negativo en caso
contrario.

La evolucién en el tiempo de
las variables diferencia del recuento
de leucocitos y del nivel de linfoci-
tos y eosinéfilos (difleuco, diflinfo,
difeos) coinciden con los resulta-
dos expresados con respecto a los
lotes de cabritos inoculados, detec-
tdindose por ambos métodos una
tendencia al alza en los leucocitos,
linfocitos y eosinéfilos a lo largo de
la experiencia como ocurre con los
niveles de IgG especificos, ademds
de apreciarse un descenso brusco
en las tres variables entre los dias
56 (difeos) y 63 (difleuco, diflinfo)
con respecto al final del estudio
(91 d.p.i.).

En el caso del recuento de eritro-
citos, aunque se mantiene dentro del
rango fisiolégico y de forma estable
a lo largo de la experiencia en los
animales inoculados, al definir la va-
riable diferencia, diferitr, tipificarla
y normalizarla, se detecta en la mis-
ma una fuerte disminucién que

coincide en el tiempo con los niveles
mds elevados de IgM especifica a los
14 d.p.i., siendo por ello uno de los
predictores que se relacionan de for-
ma mds precisa con la evolucién de
la IgM.

Al comparar los resultados obte-
nidos en la concentracién de hemo-
globina y en el valor hematocrito en
los animales inoculados con las dife-
rencias en hemoglobina (difhemog)
y las diferencias en hematocrito (di-
fhemat) vemos que con el tratamien-
to estadistico se aprecia mejor la ten-
dencia al descenso en el tiempo de
ambas variables.
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