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INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una infeccién producida por Toxoplas
ma gondii. (Nicolle y Manceux 1908), que es un parésito estric
tamente intracelular, cuyo huésped definitivo es el gato y -
otros carnivoros de la familia Felidae, los dema&s animales in-
cluyendo al hombre son huéspedes intermediarios o accidentales.

Las encuestas seroepidemioldgicas vy parasitoldgicas reali
zadas en diferentes paises, muestran que la infeccidén es muy -
frecuente en la especie humana, asi como en bpovinos,porcinos, — -
ovinos, caprinos a los que ataca en su desarrollo embrionario
matdndolos, causando grandes pérdidas econdémicas, es decir , -
la toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria con reservorios -
potenciales en la vida animal. En el ser humano en estado adul
to la enfermedad habitualmente es subclinica. Pero se presen-—
tan forﬁaS'graves especialmente en la del tipo congénito y en
individuqs inmunodeficientes.

Métodos de diagnédstico.

Los métodos més comunes para el diagndstico de la toxo -
piasmosis son las pruebas seroldgicas: la prueba de Sabin-Feld-
man, d¢ hemoaglutinacidn, de Elisa y la prueba de inmunofluoreg
cencia indirecta, las cuales ponen de manifiesto la presencia

de anticuerpos especificos.

La prueba de Sabin-Feldman requiere de Toxoplasmag vivos




y éste es un inconveniente para los laboratorios no especializa-

dos. La base de la prueba es tefiir Toxoplagsmas con azul de meti

leno en presencia de un activador (suero humano negativo més Toxo
plasma) y demostrar la presencia de anticuerpos contra Toxoplasma
gondii gue se fijan a la pared del parésito e impiden gue este se

coloree con azul de metileno.

La prueba de hemoaglutinacidn es tan antigua como la del ca

lorante, adgquiriendo mayor importancia en los Qdltimos afios, tiene

la ventaja de utilizar Toxoplasmag muertos en sus fracciones hidro

solubles. Esta prueba aunada a la clinica, puede estar al alcan-—

ce de los laboratorios no especializados.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta gque, a semejan-

za de la anterior, tampoco regquiere de Toxoplasmas vivos. Los

- reportes con esta prueba han sido valorados con la prueba de Sa-

bin-Feldman y la hemoaglutinacidn, encontréndose concordancia en

.mas del 95 %, tanto en casos positivos como negativos (13).

Recientemente se han desarrollado técnicas para la determi

nacidén de IgM especifica contra Toxoplasma, asi como de antige-—-—

nos del pardsito circulantes tales como la técnica de Elisa que

informa una sensibilidad de hasta 80 % en toxoplasmosis congéni;

ta (37).

Inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia es esceéncialmente una técnica histg

gquimica, para la localizacién e identificacidn de

anticuerpos -



El anticuerpo especifico es conjugado con los compuestos fluo-—

regcentes. El1 anticuerpo conjugado es afiadido a las células o

a los tejidos y se fija a log antigenos formando por lo menos

un complejo inmune.

Goldman en 1952, inicid una serie de trabajos con Zoxo-

plagma gondii (17), procedente de exudado peritoneal, ya que -

logro colorearlo con una globulina humana antitoxoplasma unida

a la fluoresceina. Goldman y Carver en 1959, (5) trabajaron -~

con coloraciones fluorescentes en toxoplasmosig, marcando los
Toxoplagmasg @ncluidos en preparaciones de tejido de ratén, con

gelados y parafinados.



1.~ ANTECEDENTES.
DESCUBRIMIENTO,- Tox agma gondii fue observado por La-

verdn (1990), en gorriones de Java, pero los datos més fidedig-

nos acerca de la primera observaciédn de este parésito fue esta-

blecido por Nicolle y Manceux {(1908), en la Academia de Ciencias

de Paris con el hallazgo de un parasito nuevo en frotis de san-

gre, bazo e higado, en dos ejemplares de un roedor llamado gon-

di ( Ctenepdactylus gondi ), capturado en Matmata en el Sur de

Ténez. Este roedor pertenece a la familia "Octodontideae", del

género Ctenodactylus:; de la especie maggoni. Inicialmente el

parésito fue considerado como un protozoario, y por su parecido

con las leishmanias le adoptaron el nombre de Leishmania gondii
pero Nicolle (1909) después de examinar 51 gondis, 45 de los cua
les estaban infectados, determind gque por su morfologia y biolo-

gia erén diferentes a las leishmanias, por lo tanto considerd
que se trataba de un género nuevo, posteriormente por su forma
en arco y por haberse encontrado en el gondi,

se le denomind -

Toxoplasma gendii (37).

Por ese tiempo (1909), también Alfonso Splendore, en Bra—r
sil,'ﬁeporté haber observado en visgsceras de conejo un parésitoﬁ
de forma reniforme, de cinco a ocho p de largo por dos y media. a
cuatro de éncho. F. Mensnil (1909) después de estudiarlos consi

derd a los par&sitos como toxoplasmas; y Splendore los denomind

Toxoplasma cuniguli (37).



A partir de esa fecha se reportaron numerosos hallazgos de
este género en diferentes animales incluyendo al hombre, creando

varias especies del género Toxoplagma y dandoc origen a una confy

sién taxondmica.

Fueron identificadas las siguientes especies

gondii, Nicolle y Manceux (1909); cuniguli, Splendore (1909); -

canig, Mello (1910):; Talpae, Pro-Waseck (1910); paddae, Marrullaz

(1911);: avium, Marrullaz (1913): pyrogenes, Castellani (1913);ga-

llinarum, Hepding (1939): hominisg, Wolf, Cowen y Paige (1939).

En un principio se supuso que el género Toxoplagma compren

dia varias especies, pero un grupo de obsgervadores como Carini

(1911), Arantes (1914),Carini y Migliano (1916), Chaton y Blanc

(1917) v Mensnil (1918), defendieron la teoria unicista. En un

segundo periddo, una serie de experimentos basados en inoculacig

nes, infecciones y pruebas de inmunidad cruzada y receptividad

- en diferentes animales, llevadas a cabo por Sabin (1939), Wolf-
gon (1940), Nobrega vy Reis (1942), Ruchman y Johansmann (1948),
fCh:istensen y Siim (1951), Wildfuhr (1954), Harboe y Erichsen -
(1955), Piekarski (1959), vy otros, guedd confirmada esta teoria
v en la actualidad se acepta que no hay més gue una sola especie
capaz de infectar al hombre y a los animales, y que es la espe—

cie gondii (37).
El primer caso de toxoplasmosis humana es, probablemente

el descrito por Castellani en 1913, quien observo al parfsito en

las visceras de un nifio de Ceylén, publicd al respecto un trabajo



titulado " Notas sobre un protozoario en un caso de fiebre pro--

longada con esplenomegalia ", denominando al protozoario,

Toxo~-—
plasma pyrogenes. Posteriormente aparecen en Rusia las comunica
ciones de Federovitch, en 1916; Torres, 1917 en Brasil; Chalmers

Y Kamar, 1920 en los Estados Unidos; Jankd, 1923 en Checoslova—-—
gquia, en nifios con lesiones oculares; Hertin, 1934 en Chicago; -
Richter, 1936 en Bostdn y Wolf y Cowen, 1937 en Nueva York, en -
un nifio de 32 dias de nacido con encefalitis y coriorretinitis.
Estos hechos despertaron el intéres de investigadores de -
todo el mundo dando como resultado el aumento en los ndmeros desg
critos, no sbélo por el aislamiento del parésito en casos recién -~
diagnosticados, sino por la revisidn de los casos anteriores que

habian sido mal clasificados (2).

La infeccidn natural por Toxoplasma gondii se ha encontra-
do en todas partes del mundo donde se ha buscado (1l6). En Méxi-.
¢o, las primeras observaciones sobre Toxoplagma gondii fueron --

hechas por Mooser (1923-1929) en el exudado peritoneal de coba--

yos, al estudiar cepas de Rickettsias del tifo (37).

El primer caso con diagndstico de toxoplasmosis en humanog
en la Répﬁblicé Mexicana es el de un nifio de 11 meses, presenta;
do por Palomino Pena. et al en 1950 (29), en el Hospital Infantil
de México; Biagi en 1951 (1), efectuérlas primeras observaciones
epidemiolégicas usando la prueba de intradermoreacciones; Varela

G, . Roch y Vazquez en 1955 (44), aislaron la primera cepa de —--

y -



Toxoplasma gondii ; también Varela en 1957 propuso la prueba del
Lebigtes reticulatusg en el diagndstico de la toxoplasmosis, usan

do el liquido cefalorragquideo del enfermo y el pez de ese nombre:
Roch E., en 1962 (36) introdujo la reaccidén del "Dye Test", Gutie
rrez Ballesteros empled la reaccidén de fijacidn de complemento -

en estudios de toxoplasmosis.

En México mediante reacciones inmunoldégicas (1), se ha en-—
contrado gue, segln el area geogrdfica, se hallan reacciones posi
tivas entre el 15 y 65 % del total de la poblacidn, 1o que indica

un alto nimero de personas gue presentan la infeccidn.

Encuestas realizadas en América usando la prueba del colo-
rante de Sabin-Feldman, han revelado los siguientes datos: Gib-
son. y Coleman (13), encontraron el 91 % de reacciones positivas -

"en las costas de Guatemala y 50 % en los habitantes de los luga-
réé‘establecidos a més de 50 pies de altura. Los mismos datos -
fueron encontrados en Costa Rica; Thiermann en 1951 (40), en Chji
le, quien obgervd el 29 % de casos positivos; Varela, Roch y Za-
vala en 1961 (45), encontraron el 30 % entre los indios Guambias
en Colombia y en colaboracidn con Mufioz Rivas registraron el 13 %
en Eogoté; Roch y Bravo-Becherelle en 1962 en México (35), regié—
traron en un estudio de 2 186 recién nacidos vivos de madres con
reaccidn Sabin-Feldman positiva, 398 nifios positivos serolbgica=

‘mente (13 %), de estos 40 presentaron manifestaciones de toxoplag .

mosig, Morales M. y Cedillo (26), en un egtudio realizado en el -



Hospital Infantil de México, revisaron en el periddo comprendido

entre 1964 y 1980, 45 expedientes de pacientes con diagnéstico -

de toxoplasmosis, en todos los casos el diagnéstico se apoyd en

el incremento progresivo en el titulo de anticuerpos séricos,

con coriorretinitis activa, cuadro clinico més anticuerpos en 11

quido cefalorragquideo. Las pruebas seroldgicas realizadas fue--

ron las de Sabin-Feldman e inmunofluorescencia indirecta para --

toxoplasmosis.
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1.1.- Clasificacién. (23).

Clasificacidén tomada segin Levine,N.D., J.0.Corliss., F.

E.Cox., G.Deroux., J.Grain., M.B.Hingberg.. G.F . Leedale., A.R.

L.oeblichic., J.Lom., D.Lynn., G.E.Marinfeld., C.E.Page.. G. 2

Poljanski., V.Sprague.. J.Vavra., vy F.G.Wallace. 1980: A Newly

revised Classification of the Protozoa. J .Protozool 27(1): 37—

58.

Phylun\ Apicomplexa Levine, 1970

Clase Sporozoea Leuckart, 1879

Subcl ase : Coccidia Leuckart, 1879
Y_Orden Eucoccidiida Léger ¥y Dubogs, 1910

Suborden Eimeriina Léger, 1911

_ Género : Tox asma Bioca, 1957.

Especie " gondii Nicolle, 1909
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"1.2.- Biologia de Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii es un pardsito intracelular obligado. En

mamiferos inferiores evoluciona dentro de las células procedentes

de las tres capas blastodérmicas, menos en los eritrocitos; en -

el hombre y animales superiores se encuentra en células altamen-

te diferenciadas, como son las fibras cardiacas, células trofo--

blasticas del dtero, en el cristalino y con gran predileccién en

las células reticuloendoteliales (monocitos, linfocitos) (37). -
Es un parasito sistémico, se puede localizar en: ojos, cerebro,

ganglios, misculo, (Gtero, corazdn, pulmén, higado, bazo, etc. --
Toxoplasma gondii se ha transmitido experimentalmente al: mono, -
perfo, gato, cerdo, ratdn, cobayo, conejo y aves. El principal -
huésped de Toxoplasma gondii desde el punto de vista bioldgico es

el gato y todos los félidos, ya que son los huéspedes definiti--

vos v la fuente de infeccidén natural mds importante (2).

1.2.1.- Morfologia.- La forma vegetativa o trofozoito es -
semilunar mide aproximadamente de tres y medio a siete u de largo

por uno y medio )3 de ancho (37). Presenta un polo superior fino

gue términa en forma de cono, su porcidn inferior es esférica -r

déndole al parésito aspecto de pera.

Al microscopio de luz, se distinguen: membrana, citoplasma

v un ndcleo redondo de mayor condensacién, en preparaciones tefii

das con Giemsa se distingue una membrana granulosa, el citoplas-
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ma tefiido en azul y el ndcleo coloreado en rojo que no es unifor

me sino que presenta pequefias vacuolas en su interior (37). E1

trofozoito presenta: el aparato de golgi, ribosomas, reticulo —-—
endoplésmico y mitocondrias, el DNA y RNA ha sido estudiado
rendientemente y puede ser diferenciado del DNA y RNA de la

la huésped. No se conoce el por que los Toxoplasmas se ven obli

gados a vivir intracelularmente, y por otro lado se dice que el -

nicleo de la célula huésped no le es necesario para su sobrevi--

vencia. Se han hecho experimentos (33), de DNA y RNA de trofo--

zoitos marcados con tritium manteniéndolos fuera de la célula y

se ha encontrado gque se siguen sintetizando al menos por breves -

periddos de tiempo fuera de la célula. Hay datos que indican que

las enzimas mitocondriales est&n presentes en todo el organismo,
v gque la necesidad de produccidn de energia no sea la razdn por -
la gue el organismo sea incapaz de vivir extracelularmente.

En las formas intracelulares, los parésitos presentan algu-—

nas modalidades: son més pequefios, de forma oval y redonda y se -
ven acoplados de dos en dos por la parte mé@s plana, formando agru
paciones en el guiste inmaduro. Cuando se observa el exudado pe-—

ritoneal del ratdén infectado, con iluminacidén de contraste de fa-

ses, se ven los Toxoplasmas dentro de una vacuola refringente con

servando un aspecto semilunar con un extremo aguzado muy mbévil y

forma a veces un angllo con el resto del cuerpo, esta estructura

es la trombicula, carece de cilios o flagelos, su locomocidn es -



por flexidn del cuerpo (37).

Visto al microscopio electrdnico, la estructura del toxo-

plasma es mas compleja, se observa una pared formada por un sis-

tema de membranas, una externa y una plasmitica, un orificio de-
nominado micrdporo y parece ser gue este 6rgano tiene funcién --

respiratoria, sistema conoide, en la base de éste el ): cual se
encuentra dentro del citoplasma parten dos sistemas de fibras —-

llamadas nervaduras radiales y los toxonemas; el sistema de ner-

vaduras radiales tiene funcidn nerviosa y controla los movimien-—
tos de la pared; los toxonemas tienen funcidn enzimitica y digeg
tiva, presenta también los anillos polares, por medio del conoide

el pardsito realiza la invasidn célular (37).

1.2.1.- Ciclo de vida.- Toxoplasma gondii presenta un ci--
clo de vida que se divide convencionalmente en tres formas (33):
a) trofozoito o forma proliferativa (merogonia o reproduccidn —-

asexual), otros nombres propuestos para esta forma son endozoito

o tagquizoito; b) guigte (otros nombres propuestos son bradizo-
ito o quistozoito); <) oocisto (endodiogenia). E1 parésito --

presenta dos ciclos en biotipos separados (33), un ciclo enteror
epiteiial v un ciclo intraintestinal. En gatos, la fase entero-
epitelial se inicia con gametogonios y produccidén oocistica con -
esporogonia. Los otros dos estados trofozoito y forma quisticar—

se producen en el tejido intraintestinal del gato.
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La merogonia o reproduccidén asexual da por resultado la —--
formacién de merozoitos alojados en el interior de quistes tisu-
lares, cuyo didmetro varia entre 10 y 200 am, conteniendo hasta
3 000 organismos; estas formas se asocian con la infeccién crdéni
ca latente. El para@sito enquistado permanece vivo, se divide por
endodiogenia con formacidén de dos cé&lulas hijas a partir de una -
célula madre (4).

La ruptura del gquiste por las enzimas digestivas, liberan -
formas invasoras qué tienen la propiedad de penetrar y multipli-
carse en el interior del epitelio intestinal del gato y otros fe
linos, en donde se lleva a cabo una segunda divisidn asexual o
esquizogonia, después se generan las formas sexuales o gametoci-—
tos vy luego de la fusidn sexual, aparecen los ooquistes, los cua
les se eliminan en las heces del gato. Miden de nueve a ocho n
de ancho por catorce de largo, conteniendo en su interior dos eg
poroguistes, qgue al madurar forman cuatro esporozoitos cada uno
(4). E1l ciclo enteroepitelial en el gato tiene una duracidn de -
3 a 21 dias y la eliminacidén de millones de oocistos se prolonga -
hasta por tres semanas; sin embargo, dependiendo de las condicig
nes ambientales, el ooguiste esporula de 1 a 21 dias y en un me-
dio favorable puede permanecer viable hasta por un afio. ‘Tales -
formas geoinfectantes se diseminan hasta llegar al huésped inter-
mediario, que puede ser una mujer embarazada, un nifio que juega

con tierra contaminada o animales diversos que son infectados al
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ingerir los parasitos maduros. Las manifestaciones de la toxo-=

plasmosis aguda se deben a la formacidn de trofozoitos citoinva-

sores, estas formas pueden permanecer yiables por algunas horas

o dias en las secreciones corporales, en 1a leche, oxrina, saliva

o lagrimas (33).
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Ciclo de vida del Toxoplasms mostrando las principales vias de transmisidén por media
de ocoquistes del excremguto del gato y por la ingestién de trofozoitos o quis:eu Jg
huéspedes intermediarice., Los dias indicados representan el tiempo desde la ingaot 16n
del Toxoplasma por el gatn, hasta la propagacién de los ooquistes. Los ratones y ge-
mis animales se muestran para representar 1a cantidud de mam{feros y aves que puaden
servir como huespuden intacmediarios, La Toxoplasmosis congénita puede tener lugar du
rante la infeccién crénicn como en el ratdn, o durante una infeccién aguda come on el
hombre .,
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1.3.~- Epidemiologia.

La distribucién de la enfermedad es universal. Las varia-
ciones son extremas de un lugar a otro. Las encuestas realiza--—
das para conocer la dispersidén de la infeccidn son igualmente -
variables, encontrandose poblaciones con mis del 50 % de anti -
cuerpos contra Toxoplasma gondii.

En la Republica Mexicana., Varela et al. (1962), encontra
ron el 28.9 % de casos positivos a la prueba del colorante de -
Sabin-Feldman (45).

La toxoplasmosgis es una zoonosis de distribucidén universal.
Gibson y Coleman (12), compararon sus datos con otros trabajos —
en relacidn al clima, y encuentran que la infeccidn es még fre-
cuente en climas tropicales que .en regiones frias. La infeccidn
humana es muy comdn, pero la enfermedad “elinica es menos fre--
cuente, estimdndose que alrededor de un tercio de la poblacién -
mundial tiene anticuerpos contra Toxgplasma gondii. Sin embargo,
la tasa de prevalencia en sujetos seropositivos es més alta en -
las regiones tropicales o en algunos paises como Francia, en don
de por razones culturales se consume carne cruda, las cifras als
canzan el orden del 80 % (4).

La importancia de la toxoplasmosis en salud piblica resi-—-
de sobre todo en la gravedad de la infeccidn congénita y sus se-

caelas.
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La infeccidn animal se ha comprobado en todo tipo de &areas
geograficas, en unas 200 especies de mamiferos y con menor fre-
cuencia en aves:; estos animales pueden ser infectados por trang
migidn congénita, por ser carnivoros o por ingestidén de los -
ooquistes. La supervisidn de la carne de los animales de abas-
to es de interés muy especial, ya que es una de las fuentes prin
cipales de infeccidn humana.

En Europa, se ha comprobado que las tasas del parasitismo
estan por arriba del 50 % en la carne de ovinos,caprinos y cer-

dos sacrificados en los rastros, aungue se cree gue generalmente

log bovinos son més dificiles de infectar, ya que los quistes en
sug misculos son menos frecuentes (4).

Jacobs, Remington y Melton, han hecho egtudios en estos -
animales y encontraron que la enfermedad en ovinos se caracteri-
za por placentitis, abortos en el dltimo mes de prefiez en las -
ovejas:; las crias nacen débiles o mueren (18). Los corderos in-
fectados congenitamente sufren de incordinacién muscular, son -
fisicamente débiles. (18). Eﬁ Nueva Zelanda la toxoplasmosis -~
tiene gran importancia econémica, siendo una de las principales

causas de mortalidad perinatal en ovinos (17). En Tazmania,Aug

tralia, el pardsito es la causa etioldgica del 46 % de los bro-

tes de abortos y mortalidad en ovinos (16,27).

Los géneros Felix y Lyns, son de gran importancia en la -

episiotologia de la toxoplasmosis, puesto que eliminan en sus -
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heces los ooquistes. Los gatos se infectan al ingerir carne -
cruda, de pajaros o ratones con quistes tisulares. Las heces de
los gatos a su vez, son la fuente de infeccidn para los herbivo-
rog, aves y hombres. Los carnivoros domésticos, depredadores y
carrofieros, contraen la infeccidn al consumir carne cruda. El1 -
hombre se infecta de diferentes maneras: por el consumo de carne
cruda, sobre todo de borregos, cerdos, bovinos y en algunos luga
res también cabras, la carne de aves y los huevos tienen impor--
tancia secundaria. Otra fuente de infeccidn son los alimentos -
contaminados con ooquistes fecales del gato, cuando las condicio

nes de higiene son deficientes.
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2.~ TOXOPLASMOSIS HUMANA.

La toxoplasmosis humana permanecid ignorada por los patdlo

gos y parasitdlogos durante muchos afios. Hoy se sabe que esta —

enfermedad ya existia desde hace maAs de cien afios.

Por investigaciones clinicas, patoldgicas y de experimen-—-

tacidén, se puede decir gue no hay una sintomatologia patogndmoni

ca de la toxoplasmosis, debido al caracter de invasidn y locali-

zacidén sistémica del parésito.
Se conocen dogs formas clinicas de toxoplasmosis humana don.

de la sintomatologia varia desde las formas asintom&ticas hasta

las graves.

a) Congénita asintomética
) b) Congénita aguda visceral

A) Forma congénita .
: c) Congénita meningoencefa-

lomielitica.

a) Infeccidn aguda
B) Forma adguirida 'b) Infeccidn sub-aguda

¢) Infeccidn crénica
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2.1.- Toxoplasmosis congénita.

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una infecciédn
aguda, adquirida por la madre durante la gestacién. La inciden-—
cia de las manifestaciones clinicas variard en funcién de la --—
edad del feto en el momento de la infeccidn, la dosis infectante,
la virulencia del parésito y el nivel de resistencia materno fe-
tal (45). Habiéndose observado que la frecuencia de las anoma-
liag es mayor en el tercer trimestre y menor en el primer trimeg
tre del embarazo, aunque la infeccibén puede terminar en aborto -
espontineo o prematuro (45).

Los trabajos experimentales de investigacidén y las compro-
baciones clinicas por diversos autores, han confirmado gue la -
toxoplasmosis se puede transmitir por via trasplacentaria (37).
Cowen et al., (7), confirmaron experimentalmente dicha transmi-
sidén, inoculando el parasito a los ratones por via vaginal.

Remington, Jacobs y Melton (32), encontraron quistes de -

‘nggplggmg gondii en dtero de mujeres (obtenidos por histerecto-
mia post-morten), el 12.5 % de enfermas con serologia positiva.
Werner et al., (37), en un estudio de 47‘mujeres con anteceden-.
tes obstétricos y serologia positiva, en muestras de raspado de
,endométrio encontraron quistes, considerando que el 30 % de las
mujeres'con aborto habitual pudiera ser debido a Toxoplasma gon-

dii . Thiermann (41), inoculd ratas con Toxoplagma gondii por via
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intraperitoneal y obtuvd el 7.0 % de transmisidn congénita, en -

ratas con infeccidén aguda, y el 0.4 %, con infeccidn crdénica.

Para el mejor entendimiento de lo gue acontece en la toxo-
plasmosis congénita, se anotan a continuacidn las posibles vias

de entrada de los par&sitos al producto:

a) Los pardsitos circulantes en la sangre materna llegan a
localizarse en los espacios intervellosos de la placenta, origi-
nando un foco infeccioso, pasan a log vasos de las vellocidades

coriales y de ahi al feto. Sabin demostrd experimentalmente gue -~

la enfermedad se produce por diseminacidn hemdtica, a partir del

foco de entrada llegando a los vasos y a los tejidos.

b) Los agentes de Toxoplasma causantes de procesos patold

gicos localizados en la mucosa y en el tejido muscular de la ma-

triz, puede penetrar a través de las membranas del huevo, al 1i-

gquido amnidtico, invadiendo el tracto regpiratorio y digestivo -

:del feto, localizdndose finalmente en los organos internos de

égtos.

c) Los parfsitos de focos infecciosos localizados en loa
genitales externos o en la cavidad abdominal de la madre pueden

'
penetrar al huevo a través de la membrana. :

d) Los parasitos del liquido amnidtico, infectan la piel -

del feto y desencadenan una sepais fetal a partir del foco de

entrada.

No obstante, que Toxoplagma gondii puede invadir al

nific y al adulto por un sin@imero de vias (ocular,nasal,hemética,
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oral, etc.), en el producto intrauterino sélo se ha demogtrado -

la transmigién de la madre al hijo a través del corddén umbili-

cal y la infeccidn del producto en el momento del parto a partir

de focos placentarios. AlGn cuando no han sido demostradas las -

otras vias de inoculacién de Toxgplasma gondii en el feto, se -

cree que son factibles de acontecer, y que la madre puede trans-

mitir la infeccidén al feto sdlo cuando éste no ha elaborado sus

propios anticuerpos.

Al convertise el huevo humano, primero en embridn y luego
- en feto, posee cierta autonomia. Este, no es un érgano de la -

madre propiamente dicho, pueg la sangre no lo irriga directamen-

te; por ello se puede considerar que la forma fetal evoluciona -

en un campo aislado de la madre, pero muy unido a ésta en el pro
ceso de la gestacidn por lo tanto la transmisidén de Toxoplagma -

gondii de la madre al hijo se verifica a través de las células -
‘de 1os tejidos trofoblisticos del corion y de ahi al cordén um--
bilical; o también en el momento de desprenderse 21 huevo a par-
tir de los focos placentarios.

Las infecciones. del periddo embrionario ocurren al final -
del tercer mes. Generalmente ponen en peligro la vida del embfién,
déstruyéndolo. Las infecciones durante el periddo fetal se pfodu—
cen .al terminar la organogénesis, generalmente al principio del -

cuarto mes,

Cuando el embridn ha sido infectado tempranamente, la in--
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feccién puede recorrer todos los periddos o fases de la enferme—

dad, de acuerdo a la virulencia de la cepa, de la cantidad de pa

r@sitos y de otros factores que intervienen en el padecimiento.

El nifio al nacer puede estar curado pero sin anticuerpos propios:

presentar lesiones o nacer aparentemente sano, manteniendo una -

infeccidén latente o asintomdtica. Los Toxoplasmas se desarrollan

dentro de los linfocitos, monocitos y células linfoides; los pri-

meros estén geneticamente preadaptados para reaccionar con unos
antigenos y no con otros, y los segundos son intermediarios res-

ponsables de las respuestas inmunoldgicas. De la multiplicacidn

mancomunada de ambos resulta el estado de inmunidad especifica.
Los agentes que retardan o inhiben la divisidén cé€lular de estos
elementos (Toxoplasma en este caso), se consideran como inmunosu

presores, originando un estado de inactividad inmunoldgica que se

denomina tolerancia inmunolégica.

En las reacciones que acontecen en el periddo fetal, Toxo-
nggma gondii se localiza en la placenta, invade al embrién por -
via hematdédgena a través del corddn umbilical, pudiendo suceder -
que la enfermedad todavia activa, no haya terminado en el momento
del ﬁacimiento, v si ya pasc el peridédo de lesiones sistémicasf—.
el recién nacido presentari lesiones cerebrodculares, hidrocefa-
iia, malformaciones congénitas, coriorretinitis, uveitis, tras--

tornos de la conducta (psicomotores),etc., (9).

Cuando la infeccidn sucede antes del nacimiento, en el mo-
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mento del desprendimiento de la placenta, el recién nacido no
presentari aparentemente ningin trastorno, en este caso el padeci
miento es inaparente y posteriormente el nifioc puede presentar ~-—

igtericia con fiebre o sin ella, poliadenitis, trastornos ocula-

res y pulmonares, motores, mentales etc. En este caso la sinto-

matologia aparece tardiamente, por lo que se trata de una toxo—-

plasmosis latente.

Segdn el estado de las defensas que posea el nifio al nacer

(inmunidad adquirida pasivamente dJde la madre), de la actividad -

patdgena de la cepa y del nimero de par&sitos introducidos en el

organismo, la. infeccidn evolucionard de diferentes formas: Puede

presentar ana infeccidn aguda grave gue se observard a los tres -
primeros dias del nacimiento con trastornos pulmonares y ocasio-

nando la muerte entre los dos y quince dias; trastornos hematdge-—

nos que se confunden con fendmenos atribuidos al factor Rh, o --

bien, la forma sub-aguda, gue se presenta entre el primero y el -

segundo mes de vida, con manifestaciones clinicas viscerales,

hepatomegalia con o sin ictericia, esplenomegalia, cardiopatias,

fiebre intermitente, trastornos gastrointestinales,cerebrales y

oculares (42,43).

Se ha constatado que una madre que ha tenido un hijo con -
toxopiasmosis, esta exenta de tener otro hijo que adguiera la in
feccidn in utero (3), esto se explica por la presencia de anti--

cuerpos LgG maternos qgue impiden la trasmisién en embarazos pos-—
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teriores (3).

La toxoplasmosis congénita tiene muchas variantes clinicas
de las cuales las mas importantes son:

a) congénita asintomética.- En realidad no es posible le-
sién clinica relacionada con la enfermedad y dnicamente se cuen-
ta con reacciones seroldgicas positivas tantoc en la madre como -
en el producto.

b) Congénita agudo visceral.- En estos caso se supone que
la infeccidn se adgquiere al comienzo del embarazo y que el paré-
sito tiene oportunidad de invadir practicamente todos los teji——
Vdos del producto. Por esta razdn se piensa que esta forma es -
una de las causas que podrian explicar los abortos de repeticién,
muertes fetales tempranas y muertes tardias (3).

c) Congénita meningoencefalomielitica, en estos casos la -
»infeccién se adguiere ya avanzado el embarazo, por lo cual las -
kpé;ientes manifiestan alteraciones principalmente sobre reticulg
'éndotelio, sistema nervioso central vy ojos, expresados a la cli-
7nica'éomo hidrocefalia, alteraciones del liguido cefalorraguideo
semejante al cuadro anterior, coriorretinitis, calcificaciones -
:intracraneales v alteraciones multiviscerales aparentes. !

Se ha demostrado que en el ligquido cefalorraquideo y en reg
tina las concentracionés de anticuerpos neutralizantes y fijado-
res del complemento, se encuentran mucho més bajos comparados -

con los circulantes en la sangre, lo cual podria explicar la ex-



tensidén de las lesiones en los sitios mencionados (3).

En la practica no es facil separar’&os dos dltimos cuadros,
ya que la sintomatologia es muy variada. Feldman y Miller (3),en
180 casos encontraron coriorretinitis en casi todos los casos y

en el 82 % de ellos fue bilateral; Couvreur y Desmonts (8), en -

300 casos encontraron coriorretinitis en el 76 %, microcefalia -

en el 26 % y calcificaciones en el 32 %.

La evolucidén de los casos de toxoplasmosis congénita sinto
matica es semejante, independientemente del tipo de lesidn, ya -~

que la letalidad es casi igual, sin embargo, es de gran importan
cia el conocimiento de la tasa alta de secuelas del padecimiento

va que alcanza cifras del 75 al 95 %. Dificilmente se podria -
asegurar que el porcentaje restante no tuviera alguna secuela y

- puede deberse a que los métodos clinicos no son capaces de demog

) trarlo y el paciente se comporta normal.
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2.2.- Toxoplasmosis adquirida.

La manifestacién mé&s comin de la toxoplasmosis adquirida -
es la linfadenopatia asintomitica. Los ganglios linfaticos es—-

tén aumentados de volumen, sin supuraciédn ni dolor de consisten-—

cia moderadamente dura, siendo principalmente afectadas las cade

nas cervicales. Ocasionalmente se acompafia de fiebres, mia}gias,
cefaleas, dolor de garganta, malestar general, hepatosplenomega-
lia y exantema méculopapular de distribucidn similar al de la
mononucleosis o infeccidn por citomegalovirus. Con frecuencia

menor se ha obseryado un cuadro grave de miocarditis, hepatitis,
encefalitis o un sindrome grave de linfoadenopatia retroperito--

neal que debe diferenciarse de los linfomas. La toxoplasmosis -
es grave y mortal en sujetos debilitados con inmunodeficiencia -
célular, con riesgo muy alto en log nifios leucémicos o adultos -
:éon linfoma, en pacientes con 6rganos trasplantados bajo terapia
inmunosupresora, o con enfermedades malignas. En estos casos‘es>
frecuente la encefalitis necrosante y neumoniocarditis de curso
‘fulminanter en mas del 50 % de estas enfermedades, se han regig-
trado alteraciones motoras, convulsiones, cefaleas, reflejos znoxr
ﬁales v trastornos de la conciencia.

En el adulto se pueden resumir los sintomas en tres esta-
dos =

a) Infececién aguda.- En ella hay invasién en todos los -

éraanos y tejidos; la diseminacidn del pardsito se hace por la -
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sangre y esta fase puede durar de una a dos semanaé.

b) Infeccién sub-aguda.- Después de la tercera semana —-—
practicamente desaparecen los paridsitos y Toxoplasma gondii sélo
se encuentra en sistema nervioso central y en ojos donde puede -
perdurar por muchos afios. Esto se cree que es debido a la difi-
cultad que los anticuerpos tienen para penetrar en la masa ence-
félica asi como en la barrera hemato ocular.

c) Infeccidn crdénica.- En esta fagse el cerebro es el sitio
predilecto del parésito. Los parisitos se encuentran enquistados
sin reaccidn célular aparente alredednr de ellos. Pueden verse -
también en tumores malignos del cerebro, en corazdén y en misculo
eséuelético, muy raras veces en el pulmdn, higado y bazo. Hay -
dos tipos de infeccidn crénica de forma benigna, en el gue el do-
lor de cabeza es el dnico sintoma. En otros casos pueden produ-—
~cirse_éa§bios en la personalidad o dar origen a problemas psigaii
tricos (45).

En los consultorios de oftalmologia es frecuente observar -

¢ casos de uveitis granulomatosa o de retinitis focal recurrente; -

menos frecuentes se ven lesiones de papilitis con atrofia Sptica.

‘
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3.~ OBJETIVOS.

U Du L = St

1.- Preparacién de antigeno de Toxoplasma gondii a partir de una

cepa que se€ mantendré en el 1aboratorio.

2." Estandarizar 1a técnica de Inmunofluorescencia Indirecta pa~

ra determinar la presencia de anticuerpos contra Toxopliasma

gondii

3 .- Conocer 1a prevalencia de anticuerpos ant itoxoplasma gondii,

tanto en 1a madre como en el producto (sueros humanos) en un

grupo de 100 binomios.

4.- Correlacionar ¥ tabular los titulos madre-hijo.




ORGANOGRAMA
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Obtencidn de cepa

de T. gondii.

Mantenimiento en el
laboratorio mediante
pases sucesiveos al -
ratén.

Inoculacién con T.

gondii a un lote de
50 ratones por via

intraperitoneal.

Obtencidn de exudado
peritoneal y aisla-
miento de pardsitos.

Cuantificacién en cia
mara cuentagldébules.

Ajustar 20-30 pari-
sitos por campo mi-
croscdpico. .

Fijar con formol al

4. %.

Colocar en laminillas

Obtencidén de sangre
del binomio madre-pro-
ducto. 100 muestras de
cada uno.

A partir de suero humang
precipitar gamma-globulip
nas.

Separacidén de sueros
( 6 mL ).

Sensibilizar conejos con
gamma-globulina humana.

Realizar inmunofluore
cencia indirecta.

Obtencidn periddica de
suerog para cuantificar
anticuerpos.

Tabular resultados

Sangrar a blanco para fﬁ
obtencién de suero hiperg
inmune. ,

Conclusiones

especiales. -

Precipitacidn de antiga-
mmaglobulina humana en -
suero de conejo.

Conjugar con isotiociana;
to de. fluoresceina.
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4 .- MATERIAL Y METODO
Obtencidén de antigeno de Toxoplasma gondii (21,30).

Material:
Matr&z Erlermeyer
Cajas de petri
Pipetas pasteur
Centrifuga
Microscopio
Ratones cepa CDU
Cepa de T. gondii
Formol al 4 %
Amortiguador salino de fosfatos
Sol. salina

Procedimiento:

Para mantener la cepa de Toxoplasma gondii, se inocularon -

“@inco ratones por via intraperitoneal con 0.2 ml de solucidn con-

: teniendo toxoplasmas. El1 indculo se prepara mezclando 0.1 de exu
l”éado'peritoneal de ratén parasitado con 0.9 ml de solucién salina.

La cepa de Toxoplasma gondii fué proporcionada por el Instituto‘;
 6e Salubridad v Enfermedades Tropicales‘de la Secretaria de Salud.

Para preparar el indculo para 50 ratones (100 ml), se siguen

los siguientes pasos:
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l.- Dejar transcurrir tres dias a partir de la fecha del indculo
2.- Colectar el exudado con una jeringa No. 25
3.- Checar limpieza y abundancia de parésitos
4.- Colocar el exudado en un matraz
5.~ Centrifugar a 200 rpm durante 10 minutos
6.~ Colectar el sobrenadante
7.~ Resuspender el sedimento en PBS pH 7.2 y volver a centrifu--
gar a la misma velocidad
8.—- Repetir la operacidn anterior tres veces
9.- Juntar todo el sobrenadante y centrifugar a 300 rpm durante -
15 minutos.
10.- Repetir todo el proceso y lavar centrifugando tres veces
1l.- Resuspender en formol al 4.0 % en PBS pH 7.2 concentrando la
suspensidn ’
12.- Diluir la suspensidn hasta tener aproximadamente de 20 a 30,
parasitos por campo
13.~

Colocar el antigeno en laminillas especiales (una gota por -
poza, aproximadamente 10 microlitros)

14.~ Dejar secar a temperatura ambiente

15.~ Guardar en laminillas especiales hasta el momento de su uso.




Precipitacibén y purificacidén de gamma-~globulina (14,15,20)

Las sales neutras producen efectos notorios en las prote--
inas globulares.

A" bajas concentraciones, las sales incrementan la solubhili

dad de muchas proteinas,

fendmeno al cual se le llama "Solubili-

dad en salado".

La capacidad de las sales neutras para influir en la solu-

bilidad de las proteinas depende de su fuerza idnica, de la con-

centracién y del nGmero de cargas positivas y negativas.

Los efectos de este fendmeno son causados por los cambios

en la tendencia a ionizarse de los grupos -R disociables. Cuan-

do la fuerza iénica de la solucidn aumenta, la solubilidad de las

proteinas disminuye; a este fendmeno se le conoce como "Precipi-

' tacidn.en salado”.

Lag bases fisicoguimicas de este fendmeno son complejas:

uan factor es la elevada concentracidén de sales, gue pueden alte-~

rar el agua de las proteinas, reduciendo su solubilidad.

Material:
Centrifuga
Potenciométro

Equipo de dialisis
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Procedimiento:

l.- Colocar 50 ml de suero humano en un vaso de precipitados

2.- Introducir un magneto y colocar sobre un agitador magnético

3.- Ajustar la velocidad de agitacidédn de manera que no forme es-

puma.
Adicionar gota a gota 25 ml de solucidn saturada de sulfato
de amonio
5.- Ajustar el pH de la suspensidn a 7.8
6.- Continuar con la agitacidén por 2 a 3 horas
Centrifugar la suspensidén a temperatura ambiente, durante -
30 minutos a 3 000 rpm
8. Decantar y desechar el sobrenadante
9.- Disolver en el volumen inicial (50 ml), en solucién salina -

isotdnica

La purificacidén de gamma globulina se obtiene mediante dos

o mis precipitaciones. Para obtener la segunda precipitacidén se
rgpiten tdéos los pasos anteriores, en la dltima sdlo se repite -

‘hasta la centrifugacién.

10.- Disolver el precipitado obtenido en la dltima centrifuga--—-
cién en la mitad del volumen original (125 ml) en amortigua

dor de boratos.

11.- Dializar 1la solucién contra el amortiguador de boratos a -

4°C, cambiando la solucidn por lo menos dos veces al dia.
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Prueba de gulfatos

Adicionar una gota de solucidn de cloruro de bario al 10 %

a una gotakdel dializado, si no se forma precipitado blanco de -

sulfato de bario, indica ausencia de sulfatos en la solucidn.

Al terminar el dializado se pasa a un tubo de centrifuga -
de 50 ml y se centrifuga a 4°C durante 30 minutos.

Obtencidn de antigamma globulina humana en gsuerco de conedo

Se inmunizaron seis conejos con gamma globulina humana mez

clada con adyuvante completo e incompleto de Freund. Antes de -

realizar la inoculacidn se efectud un sangrado de prueba (0.5 ml)

para checar su negatividad, K segiin el siguiente esguema:

‘semana adyuvante vias de inoculacidn indculo
1 completo intramuscular y cojinete 1.0 ml
) plantar derecho.
2 incompleto intraperitoneal y cojine 1.0 ml
te plantar izquiexrdo. -
3 incompleto.- intraperitoneal y subcu- 1.0 ml
: téneo.
4 . incompleto intraperitoneal y subcu- 1.0 mi
téneo.
5 incompleto intraperitoneal y subcu- 1.0 ml

téneo.



Antes de realizar cada inocculacidén se efectud sangrado de
prueba (0.5 ml), para checar evolucidn de anticuerpos.
Con cada uno de los sueros obtenidos a partir de la segun-

da semana de inoculacidn, se realizd la prueba de inmunodifusidn

para cuantificar anticuerpos. A la quinta semana de inoculacidn

se obtuvieron los titulos deseados y se procedid a sangrar a blan
co a los conejos.

Del suero asi obtenido, se separaron las gamma globulinas, -
empleando precipitacidén del antisuero con sulfato de amonio.

Las gamma globulinas gue se obtienen por este medio, son -
adecuadas para usarse en inmunofluorescencia. La contaminacién -
de la fraccidén gamma globulina con albimina se logra disminuir ba
jando la concentracidén de sulfato de amonio usado para el proceso
de precipitacidn. La cantidad de seroproteinas precipitadas por
una concentracién dada de sulfato de amonio, puede variar de acuer

do a la especie animal de donde procede el suero.

Procedimiento:

1.- Al suero en constante agitacidn, se agrega gota a gota un vo-
lumen igual a la éolucién 3.52 M de sulfato de amonio (100 ml).
2.- Se deja la mezcla en reposo durante 24 horas a 4°C.
3.- Se colecta el precipitado por centrifugacidén en frio durante
‘ 30 minutos.

4.- Se decanta y se descarta el sobrenadante.
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5.- Se afiade al precipitado un volumen de agua destilada, ap:éki

madamente la mitad del volumen del suero inicial.

6.- Se precipita la gamma globulina empleando la mitad del volu-
men del sulfato de amonio.
7.—- Se wuelve a

centrifugar y se descarta el sobrenadante.

8.- Se hace una tercera precipitacidn para dejarlo libre de hemg
globina.
9.- Dializar la gamma globulina a -5°C contra frecuentes cambios
de solucidn salina, hasta no detectar sulfato de amonio.
Para obtener la determinacidn de proteinas se empled el mé-
todo de Biuret (15), vy se purufican pasandolas por columna de in

tercambio ibdnico (14,19), gel DERE~celulosa.

Cromatografia en golumna.

Las técnicas cromatograficas son en la actualidad los métg_
dos mas ampliamente usados para el fraccionamiento de las prote-
. inas y el aislamiento de las inmunoglobulinas. Una muestra es -—
estratificada sobre la parte superior de una columna de vidrio -
con un gel sintético y se le permite gue fluya a través del mis-=
mo. Las caracﬁeristicas fisicas de la molécula proteiéa dd por,
resultado su retencibén en la maﬁriz del gel en diversos grados vy
la élucién subsiguiente en condiciones apropiadas permite la se-
-paracién de las proteinas (14,20).

La cromatografia por intercambio idénico separa las prote--

inas tomando ventaija de las diferencias en sus cargas eléctricas



La unidad funcional en el gel, es un grupo de carga eléctrica, -
absorbido sobre un soporte, habitualmente celulosa. La dietilami-
noetil -celulosa (DEAE-celulosa) es usada para el fraccionamiento
de las moléculas con carga negativa. La carboximetil-celulosa --—
(CM-celulosa) es usada para el fraccionamiento de las moléculas -
con carga positiva. El1 cambio de pH del amortiguador que pasa a
través de la columna afecta a la carga de la molécula proteica. -
El aumento de la molaridad del amortiguador proporciona més idnes
para competir con la proteina para la fijacidén del gel. Mediante
el aumento gradual de la molaridad o la disminucién del pH del --
amortiguador de elucidén, las proteinas son eluidas en orden cre-
ciente del grupo con cargas eléctricas fijadas al gel. La croma-
tografia en DEAE-celulosa, es una técnica excelente. para el aisla

- miento de IgG, que puede ser obtenida casi libre de todas las --

otras proteinas del suero.

Proqedimiento:

Se utilizd resina de intercambio DEARE-celulosa, lé.cual -
fué regenerada con NaOH, alternando con NaCL y agua destilada, y
finalmente enjuagando con amortiguador de fosfatos 0.02 M pH 7.8.
. El adsorbente (empaque) se coloca en la columna y se amolda con -
presién de aire; aumentando gradualmente hasta S Kg/pulgz, para

obtener una velocidad de flujo de 1.0 ml cada 90 seg. Se corrid

el amortiguador a través de la columna hasta equilibrarla. Una
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vez montada la columna se obtienen alicuotas de 0.2 ml de gamma
globulinas, obteniendose 20 muestraé.

A las muestras colectadas se les cuantificed la cantidad de
proteinas por el método de Lowry (24), empleando la muestra de--—

los tubos que contenian mayor cantidad de proteinas.

Conjugagidén de proteinas con isoticianato de fluoresceina (25).

Procedimiento:

El contenido de la muestra se determind por el método de -

Biuret, para la cuantificacidén del total de proteinas.

1.~ Concentrar la muestra de proteinas hasta tener 10 mg de pro
teinas pof ml. 10 % del volumen total agregando el amortigua
dor de carbonato-bicarbonato 0.5 M pH 9.0.

. 2.—- Agregar el isotiocianato de fluoresceina en la base de 0.05
mg del colorante por ml. de solucidén.

3.- Poner en agitacién a 4°C durante toda la noche, el agitado -
debe de ser suave para evitar la formacidn de espuma.

" 4.~ Dializar el conjugado en frio contra frecuentes cambios de
PBS pH 7.2 hasta que no se detecte més colorante.

Todo el procedimiento debe realizarse en orden y a 4°C pa-
ra prevenir la desnaturalizacidn de las proteinas del suero por

el amortiguador.
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P

Técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFT) (10,31).

Material:

Laminillas de 12 campos
Cémara hGmeda

Microscopio de inmunofluorescencia.

Procedimiento:

Reconstituir el conjugado fluorescente antigamma globulina

humana en una dilucidén de 1l:4 (1 %) de azul de Evans en PBS pH 7.2

Tomar 0.1 ml de conjugado reconstituido y agregar 0.9 ml -
de PBS pH 7.2., obteniendo una dilucidn bptima del conjugado de -

1l:10. Esta es la dilucidn gque se utilizd en todas las pruebés.

Degarrollo de la prueba.

l.- Descongelar las laminillas especiales gue contienen el anti-.
» geno. 7

2;— Dejar secar a teméerétura ambiente

3.- Colocar en tubos de ensaye 0.7 ml de PBS pH 7.2 y'O.l ml -de

. suero problema, para lograr una primera diluéién dé 1:8.

4.- Tomar 0.2 ml de esta dilucidn y agreéarla al tubo siguientg

qué contiene 0.2 ml de PBS pH 7.2, y se continﬁa el procédi—

. miento hasta obtener una dilucidn de 1l:64.

S.—

Colocar con micropipeta una gota de la solucidn (PBS y suerév

problema, aprdximadamente 10 microlitros), en cada poza de la
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laminilla, debidamente marcada para su identificacién poste

rior.
Hacer la misma operacidn con los controles positivo y nega-
tivo en cada laminilla.

Colocar las laminillas en c8mara himeda a 37 °C durante 30

minutos.

-

Colocar las laminillas en cubetas que contienen PBS pH 7.2 y
lavar durante 10 minutos por dos veces.

Lavar con agua destilada durante 5 minutos, para eliminar el
excego de amortiguador.

Secar a temperatura ambiente, apoyando ei lado inferior de -
la laminilla sobre papel filtro a fin de absorber el exceso
de solucidn.

Cubrir los circulos con 0.05 ml de solucidn Sptima del con-
jugado antihumano diluido con azul de Evans.

Colocar las laminillas en cémara himeda a 37°C durante 30 -
minutos.

Repetir los lavados descritos anteriormente

Secar a temperatura ambiente

Agregar una gota de glicerina tamponada (una parte de solu=
cidén de tampdn fosfato més nueve de glicerina), y colocar un
cubreobjetos,

Observar al microscopio de fluorescencia y evaluar los resul

tédos obtenidos de la siguiente manera:



REACCION DE INMINOFLUORESCENCIA INDIRECTA
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Antigeno Suero Complejo Antiglobulina / Complejo \
Especifico Ag-Ac Conjugada - Fluorescente
Lavado Lavado

Reaccidn | /:;\ I // \\
Negaic::iva <+ — <+ +2 o ?—':/

Antigeno Suero no No hay formacién/Antiglci\ulina No hay formacidn
Especifico de Ag — Ac conjugada de complejo Flug
rescente.
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La reaccidn se considera negativa cuando los organismos
fluorecen rojo pdrpura; también se considera negativa cuando el
polo anterior del Toxoplasma fluorece verde amarillo, sin exten-—

derse esta fluorescencia a la periferia y sin llegar al polo pos

terior (fluorescencia polar), se presenta en las primeras dilu--

ciones y usualmente degaparece en las diluciones mayores de l:64.

La reaccidn es positiva cuando la fluorescencia verde se -

extiende por toda la periferia del organismo. Esta reaccidn pue

de ser muy intensa aln en las diluciones més bajas, en los sue-—

ros fuertemente positivos. Cuando se hace la determinacidn del

titulo se debe encontrar la maxima dilucidn del suero gue muestre
aén fluorescéncia definida, la intensidad de la fluorescencia es-
tA en relacién directa con la concentracién de anticuerpos.

Si el suero problema es positivo a la dilucién de 1:64 y —-
1:128, se deberd retitular con mayores diluciones.

Las reacciones positivas a partir de una dilucidén sérica -

de 1:64 poseen valor diagndéstico y evidencian una toxoplasmosis

pasada o en su estado inicial.



INTERPRETACION DE LA OBSERVACION AL

MICROSCOPIO DE Toxoplasma gondii EN
LA REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA.

§‘M LA A‘{

W —
\7\ POSITIVO

Verde Amarillento
en la periferia.

Organismo Verde
Amarillento.

NEGATIVO

Organismos
Verde Amarillento Rojos.

LN
Tincién Polar




5.- PROCEDENCIA DE LOS SUEROS.

La obtencidn de los sueros fué posible gracias a la colabo
racién del personal del Departamento de Ecologia Humana de la Fa
cultad de Medicina de la UNAM., de donde se obtuvo el suero huma
no para la elaboracidn del conjugado:; La obtencidn del suero con
trol positivo fué proporcionado por el Q.F.B. Jaime Garcia Rosa-
les del Laboratorio de Parasitologia del I.N.P. Los 200 sueros -
de}) binomio madre-producto se obtuvieron de pacientes del Hospi-
tal de Gineco—Oﬁstetricia Dr. "Luis Castelazo Avyala"del Instituto

Mexicano del Seguro Social. El suero control negativo se tomd -

de una persona sana due no habia tenido contacto con el parasito.

Obtencidn de los sueros.

Se tomaron muestras de sangre (10 ml), de vena periférica -
de 1la madre, la muestra del producto se tomd ael corddén umbilical
"en el momento del parto (10 ml). Las muestran se colocaron en tnb
.Eos de ensaye esteriles debidamente rotulados con fecha, nombre y
ndmero de paciente; una vez clasificados los sueros se envasaron
en alicuotas ¥ se guardaron en congelacidn a —-20°C hasta el momen

to. de. su uso en las pruebas para toxoplasmosis.
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RESULTADQS

En el cuadro 1 y gréfica 1 se muestra la distribucién por -
grupo de edad de las 100 madres bajo estudio y los resultados en

inmunofluorescencia indirecta, observando que 80 muestras fueron

negativas y el resto (20), resultaron positivas. Bl mayor nGmero
de casos positivos se encontrd entre los 20 a los 34 afios. E1 --
grupo de los veinte a los 24 presentaron 7 casos positivos; el --—
grupo de 25 a 29 afios presentd 5 casos positivos y en el grupo de
30 a 34 afios también se presentaron 5 casos positivos,

asi mismo,

el mayor titulo de dilucidn 1:4096, correspondid al grupo de 20 a

24 afios.

También se pudo observar que el mayor nimero de sueros posi
tivos (10), correspondid a la dilucidn 1l:64.

En la gré&fica 2 se muestra la relacidn en los titulos de los
. sueros del binomio madre-producto en inmunofluorescencia indirecta
para toxoplasmosis, observando gue 18 sueros corresponden a los -—
. productos v 20 a las madres, lo gue aparentemente indica una corre
v1aci6n adecuada.

En el cuadro 2 se observa el porcentaje de positividad‘de:—
" los 200 sueros del binomio madre-producto estudiados con inmuno-
fiuérescencia indirecta para toxoplasmosis, mostrando gque a iguall
nimero de sueros positivos de la madre, al producto le correspon-.

de un porcentaje igual, es decir, de 20 casos positivos en los —--
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RESULTADOS

CUADRO 1

Distribucidén por grupos de edad de las madres bajo esm
tudio y resultados en inmunofluorescencia indirecta -
para toxoplasmosis.

edad No. sueros
(afios) negativos positivos reciproca del titulo
64 128 256 512 1024 2048 4096
15~19 7 1 1 0 ) 0 0 0
20-24 36 4 1 0 1 0 0 1
25-29 19 3 1 6] 1 0] 0 0
30-34 12 2 2 o (o] 1 (o] o
135-39 | 4 - o o 0 1 0 0 0
40-44 o2 o) ) 0 o ) o o

Total 80 10 5 o . 3 1 0 1




de casos

No.

GRAFICA 1

Frecuencia con que se presentaron los diferentes titulos
de positividad, con relacidn a grupos de edad de las ma-
dres, en inmunofluorescencia para toxoplasmosis.

iGrupo I (15-19)

4

W crupo 11 (20-24)

. PAcrupo 111 (25-29)

4L v [ ¢rupo v (30-34)

5 . T N [(Jerupo v (35-39)
1

1:64 1:128 1:256 1l:512 1:2024 1:2048 1:409¢
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sueros de las madres corresponde un 20 % vy un 80 % de casos ne-—

gativos: de los sueros de los productos corresponde un 18 % de -

positivos y 82 % de negativos.

El cuadro 3 muestra la frecuencia y porcentajes de los 20 -
y_lB casos positivos en los diferentes titulos de dilucién del -
binomio madre—producto respectivamente, observando que el 50 % -
de los casos positivos de las madres corresponden a la dilucidn -
1:64 y un 5 % corresponde a la méxima dilucidn de 1:4096,

De los 18 sueros positivos® de los productos también el 50 %
corresponden a la dilucidn de 1l:64 v uno de ellos 5.55 % también

presentd un titulo de diluciédn de 1:4096.
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CUADRO 2

Porcentaje de positividad en 200
sueros del binomio madre-producto
estudiados en inmunofluorescencia
indirecta para toxoplasmosis.

No.
sueros _positivos % negativos %
Madre 100 20 20 80 80
Producto 100 i8 18 82 82

Total 200 38 1o 152 81




No. de sueros positivos de madre-producto.

GRAFICA 2

Relacidn de los titulos de 1los sueros del binomio

madre-producto en inmunofluorescencia para toxo-
plasmosis.

M P
< o o
o~ ~ < a
> ?31 ._,k?, —i o [=] o
o ~ o~ L — o™~ ?:
5 . ~ e . .o

1
1
1
1
1
1
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CUADRO 3

Frecuencia y porcentaje de los 20 v 18 casos positivos en los
diferentes titulos en el binomio madre-producto respectivamen
te, en inmunofluorescencia indirecta para toxoplasmosis.

reciproca No. de sueros No. de sueros
del positivos % positivos %
titulo madre producto
64 10 50 9 50
128 | 5 25 4 22.2
256 - - - -
-512. = 3 . .15 3 16.7
1024 1 5 1 5.55
2048 - - - -
4096 1 5 1 5.55

Total 20 - 100 is 100
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DISCUSION

Las muestras de los 200 sueros (100 madre, 100 producto) -
gue se tomaron en el Hospital de Gineco-Obstetricia Dr. "Luis Cas

telazo Ayala" del Instituto Mexicano del Seguro Social, pertene-—
" cen a pacientes de diferentes zonas, tanto del Distrito Federal -
como del Estado de México, revelando un 20 % de positividad en —-
los sueros de las madres vy un 18 % de positividad en los sueros -
de los productos a diferentes titulos de dilucidén, solamente un -
binomio de todo el lote reveld un titulo muy alto de 1:4096.

En los cuadros 1l y 2 se condensan las observaciones de las
pruebas realizadas, en varios de los sueros se obsgervd la apari-
cién de fluorescencia inespecifica, asi como la fluorescencia po
lar considerando éstas como negativas, esta fluorescencia se pre-
senta usualmente en las primeras diluciones y desaparece en dilu-
ciones mayores de l:64.

f.os resultados del cuadro 1 muestran que hay una positivi-
dad total de 20 %, encontridndose que los titulos més altos se dan
en los rangos de edad entre los 20 v 24 afios (1:4096), y entre :-—
los 25 y 29 afios de edad en una paciente cque presentd un titulo
de 1:1024.

El cuadro 2 muestra el porcentaje de positividad y negati-
vidad del total de los sueros (200), de los cuales 162 resulta--

ron negativos que corresponden al 80 % en las madres y 82 % a —-
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Los productos y la mayoria de los titulos positivos tanto de 1la

madre como del producto (50 % cuadro 3) corresponden a la dilu--

cidén de 1:64, esto refleja que la madre pudo haber obtenido la -

infeccidn por toxoplasma gondii y dicha infeccidn esté en su pri
mera fase o se trate de una infeccidn de tiempo atréds. De los -
resultados obtenidos en este estudio, se puede decir, gue la po-—
sitividad con la madre es directamente proporcional, y que sola-
mente en dos casos aiglados se presentd positividad Gnicamente -
en la madre,

apoyando las investigaciones gue se han hecho acer-

ca de que la madre pasa la infeceidn al producto.




CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos en la prueba de inmunofluorescencia pa
ra toxoplasmosis nos permiten explicar los resultados al final de
las pruebas. La frecuencia de la infeccidn toxoplésmica es rela-
tivamente baja; la existencia de animales domésticos como perros '
Y gatos, sugiere una probable fuente de infeccidn comin a cada =
familia.

La ingestidn de carne cruda o insuficientemente cocida no
parece representar un factor importante en las madres encuestadas,
dado el bajo componente de carne en su dieta. Se plantea que en
las colonias pobres la contaminacidén del suelo con ooquistes de -
Toxoplasma gondii a través de las deposiciones del gato, tenga —--
una mayor importancia cuantitativa en la transmisidén de la infec-
cién, por lo gue es necesario profundizar v reenfocar el estudio -
epidemioldgico.

"El diagnéstico clinico de toxoplasmosis pregenta dificulta-
des debido al caricter generalizado de la enfermedad, porque pue-—
de presentarse como infeccidn subclinica, ya que aln en presencia
de sintomas puede no haber elevacidn de anticuerpos en las pruebasb
seroldgicas, a pesar de ser una infeccién de distribucidn mundial
ée le considera poco frecuente, tal vez por falta de confirmacidn
de ia enférmedad, por no tener siempre al alcance las pruebas de

laboratorio especificas, debido al costo alto de las mismas.



Para el diagndstico de la toxoplasmosis es conveniente que
se verifiquen dos o més pruebas diferentes en el mismo suero, y
repetirse dicha prueba por dos o tres veces con intervalos cortos
de tiempo, para verificar si los titulos aumentan o disminuyen.

Es importante establecer las caracteristicas epidemioldégi--
cas de la prevalencia de infeccidn, haciendo resaltar a la pobla-
cidn en edad reproductiva, en embarazadas, en mujeres con abortos
de repeticidén vy en las que tienen antecedentes de muerte neonatal
o prematuros sin causa aparente. Son de gran importancia los ti-
tulos positivos en mujeres potencialmente fértiles vya que la para
gitosis cursa como infeccidn. La prueba de Inmunofluorescencia -

indirecta es de gran utilidad ya que puede detectar la enfermedad

a tiempo y puede normar la conducta terapedta.
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