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INTRODUCCION.

1.~ ANTECEDENTES:

A partir del descubrimiento de Toxoplasma gondii en 1908 (1),

se fue aobtenienda informaci6n bibliogr&fice con respecto a su
biologia, cada vez més abundante. Pero a partir de los traba-
jos de Wolf y Cohen (2), guienes encontraron el parésito en -
un nifio con meningoencefelitis el interés en el protozoario
fue extraordinerio y la biblipgrefia derivé s aspectos ulini;
cos, y consecuentemente los investigadores del - tema se dedica
ron 8 la blsgueda de métodos de diagnéstico y asi, en 1937 se
conocif la técnica seralégica de Fijacién de complemento (FC)
(3). En 1948 Sabin y Feldman (&4) describieron la prueba del
colorante o azul de metileno (6T) la cual se lleg6 a conside
rar, incluyendo sus diversas madificaciones (5), como ung —-
prueba especifica en el diagnéstico de la toxoplasmosis. Dég
pués se conocieron las pruebas de-Hemaglutinaciﬁn indirecta

(HAI) de Jacohs y Lunde (6) y sus modificacicnes (7,83,5,10).

Los edelantps en el conocimiento de la toxoplasmosis permitie
ron demostrar gque la. .infeccifn, en la mayoris de los cesos es
asintométice, . que. gran .parte. de. la. .poblacifn mundisl, en 1las
investigeciones epidepicl6gicas presenta anticuerpos contra

Toxoplasma gondii (1), lo cual hizo gue el diagnéstico de 1la

enfermedad fuers mis dificil, puesto que unae prueba serolfgi

ce positiva podria considerarse como infeccifn paseda o reciente.
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La mayoria de las pruebas sefialadas detectan perticularmente, 811
ticuerpos de la clase IgG, con excepcifn de las pruebas de FC, IF
C(inmunofluorescencia) y ELISA gque identifican anticuerpos del ti

po IgM (11,12).

A través de los =fins los médicos han idn encontrends cade vez ma
yores problemss para interpretar los resultados obtenidos en el
laboratorio clinico; sin embargo can los avences en el conocimien
to de la inmunplogia y.particulérmente de la respuesta inmune en
la toxoplasmosis, se han logrado nuevas pruebas gue permiten dife
renciar hasta cierto punto, la infeccifn ecrfnice o letente, de la
infeccifn aguda, mediante la deteccifn por separado de las inmuna
globulinas IgE e IgM; entre otras esté la prueba de le inmunoflug
resgencia indirecta (IF) (11), que detecta tanto IgG como IgM, —-—
aunque hay gque considerar falsas. rgacciones positivas ocasionadas
por 18 presencia de anticuerpos antinhcleares y factor reumastoide
en pacientes con enfermedades. sutoinmunes (13,14). La prueba de -
ELISA (15,46) fque preaenta“una.cﬁrrelaciﬁn con la prueba de DT ma
yor del S0% (17), aungue también. interfieren en dicha prueba anti

cuerpos antinucleares y factor reumatoide.

Actuslmente se acepta en el laboratoric clinice, gue las técnices
que detectan particularmente IgM, .como. las mencionadas, permiten

diagnosticsr infeccifin sguda, como lo demostraron Remington et al(17).

A pertir de los trasosjos de Van Knapen vy Pangsbeun (18), la.aten

cifén se he encaminado a la demastraci@n de entigeno circulante —-
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que afina més el disgnbBstico de toxoplasmosis activa y existen
varios métodos que detectan este antfgeno circulante como son

inmunoelectrofaresis (IEF), inmunodifusién en gel y ELISA (20,21).

Por otra parte en el afio de 1984 (22) 3e emplearon Staphylocoeccus

Bureus para detectar anticuerpos de Joxpplesma gondii.

Por los datos presentados, concluimos gque el diegnBstico de la-
borstorioc de toxoplesmosis active es de vitsl importancisa para
el tratamiento y prondstico de pacientes, principelmente muje-

res embarazadas en las que. el futuro del productc del embarazo

puede resultsr fatal o de secuelas éravas.

2.— GENERALIDADES:

Joxgplesma gondii es un protozosrio cosmopolite, descubierto en

1508 en un roedor del desierto, Ctenodectylus gundi, en el Ins-

tituto Pasteur en Thnez, actualmente le cepa se conserva en di

cho Instituto. Desde entonces el perfisito ha side encontrado en
casi todos los peises del mundo en muches especies de carnivoros,

insectivoros, roedores,..cerdos, herbfvoros, primates y otros me

miferos, asi como en aves (1).

2.1. CLASIFICACION: (23)

Phylum: Protozoa
Subphylum: Apicomplexs
Clase: Sporozoa

Subclaae: Coceidie



Orden; Eucoccidia

Suborden: Eimeriine
Familia: Sarcocystidae
Subfamilia: Toxpplasmatinae

Género: Toxoplasma
Especie: gondii

MORFOLOGIA:

Es un parésito intracelular estricto, de. emplia distribucién
geogréfice, con un ciclo sexual.estenoxeno.en félidos y un -

ciclo asexuasl eurixeno en mamiferos y eves.

Trofozoito: Tiene aspectu.falcifn?me o de arco; de 3 a 7 mi-
crlmetros de large por 1 a 2 micrbmeiros de ancho. En su ex-
tremo anterior presenta un complejo apicel formado por un -

anillo polar, un conoide estructura que tiene forma de un co
no truncado, constitufdo por fibrasg espiriladas; una serie -
de 22 microt{ibulos, subpeliculares gue recorren el cuerpo des
de el anillo polar haste dos terceras partes (23). Tiene sde
més, de 2 8 7 cuerpos en forma de clava, densos al microsco-
pio electrfnico llamados raptrias,.conocidos en un principio
como taoxonemas, de. posicifin. anterior: unes estructuras cilip
dricas alargadas deNominadas micronemas gque se extienden ha
cia atrés desde el extremo anterior del conoide y gue junto

con las roptrias es probable que tengan algiin pspel en el me
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canismo de penetracifn & las células del hospedero. E1 n(-
cleo, de tipo vesiculoso, esté situado hacis la mitad del
cuerpo; es esffrico u oval y tiene en su interiar un gran
nucleclo. Cerca del nlicleo se encuenira £l aparato de Golgi
y veries mitocondrias. Repmsrtido en el citoplssma se obser
va el retfculo endopléiemico; es frecuente observar unos gré
nulos densos.constituides pnr.iipidns; a veces se ohserva -
un micropilo. En el extremo posterior hey otroc anillo polar.
Fig. no. 1 (23)

ASPECTOS BIOLOGICOS:

Toxoplasma gondii utilize glucdsa como fuente de energia, la

que es degradadsa por. le vie Emden-Meyerhof-Parnas. Paosee un

sistema de citocromos, una NAD oxidase, produce catalesa vy
es sensible 8l clanuro (23). No sobrevive fuera del organis-
mo pero lo hace a -70°C en plicerina al 10% en nitrégeno 1%
gquido, resiste el fenol al 5%.y el etanol al 70% durante 10
minutos. Muere & 55°C en cinco. minutos. Los ooguistes sobre-

viven a temperaturs ambiente hasta un afio, pero pierden su -

visbilidad a 50°C en 30 minutos y a 56°C durente 15 minutos(23).

Es un parfisito intracelulsr obligado cepaz de parasitar un
gran nlmero de hospederaos (mamiferos y aves) y no se le ha
podido cultivar en medios artificisles; sin embargo, crece

fAcilmente en cultiveos de tejidos de muches estirpes celuls
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FIG. NO. 1 Trofozoito de Tpxoplaesma gondii
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res; misculo y eartilsgo embrionarios, rifibn de mono y cone

jo, mecrbéfagos humanos y de ratbn, células Hela, células Ve

ro, fibroblestos de embrién de pollo y otros (23).

CICLO 8IDLOGICO:

Ciclo extraintestinel o ssexual: Cuando los onquistes, gue
miden de 11 a 14 micrOmetros de large y de 9 a 11 micrbmetros
de ancho son ingeridos por. el hospedero (4 esporozoitos en
c/esporoquiste por ocoquiste), .lps esporozoitos en ndmero de 8
e liberan en el intestino. delgado. En los getos algunos de
loa esporozoitos entran & las células epiteliales y permane-
ciendo ahi inicien el ciclo entercepitelial, mientras gue ~--
otros penetran 8 la mucosa intestinel y por via linfética vy
sanguinea, llegen a diversos tejidos invediendo cualquier ti
po de célula preferentemente macrifagos. En hospederos dife-
rentes a los felinos no existe desarrollo enteroepiteliasl, -
los esporozoitos entren & le células y se reproducen por endo
diogenis; los elementos resuliantes invaden nuevas célulss
reproduciéndose. muy répidamente por lo que se les ha denomi-
nado taquizoitos, que forman "grupos® de 8 a 1é parfsitos -~
los cusles desintegran 8 la cflula liberfndaose e infactandn_

nuevas células. Fig. no. 2, Fig. no. 3 (1,23)

Cuando le infeccidn se hace letente los trofozoitos que afec-



FIG. NO. 2 Esquems del proceso de multiplicacif;m por endodiao

genis en Toxoplasma gondii. 1.- Célula madre en estedo de re-

posa, 2.- Gemacifn del nicleao de'la’célula madre e iniciacién
de la formacidn de dos trofozoitos hijos, 3.-~ OCrecimiento de
los dos trofozoites hijos con formacidn del endosoma en ambas
célulae y lisis del nicleo matermo, L.- Desarrnllo de los tro
fozoitos por crecimiento, slargeamiento anterior y madurecién
de sus nicleos, 5.- ﬁuptura de la célule medre y llberscién -
de los trofozoitos, todavis unidos por su parte media, 6.- Se
paracién de los trofozoitos hijos, 7.- Trofozoitos en el cita
plasma del macréfege hospedero, a.- conolde, b.- niicleoc del -~
trofozoito, c.- niicles de la célula madre, d.- nGcleo del tro
fozoito hijo, e.- nucleolo del trofozoito Fijo, f.- restos de
1a célules madre.

(Dibujos del Dr. Fernanda de la Jdara A., tomadgs de la tesis
del Q.B.P. Luis Isita §. Ref. 23).



FIG. NO. 3 CICLO BIOLOGICO
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tan cerebro, corazfin y misculo esguelético se multiplican mu
cho més lentamente gue en la fese aguda, por lo que reciben -
el nombre de bredizoitos que se acumulan en gran n@mero dentro
de las células hospedereas. Dnnfcrme?vanza la infeccifin inducen

a la c€lule hospedera a formar una pared delgada alrededor de

ella, dando lugar a los llamados gquistes o zoitoquistes (Fren—
kel, 1973).

Ciclo entercepitelial o sexumsl: Es iniciedo cuando los gatos in.
gleren quistes, ooquistes u ocesionalmente taquizoitos. Otro -
posible mecanismo de infeccifin epiteliel es por migreci6n de -
trofozoitos extraintestineles hacia el intestino. Dentro de le
c€lula epitelial del intestino delgado o colon el parfésito lle

ge a trofozoito vy se prepara pera la esquizogonia. E1 nOmero -

de ciclos esquizogomnios es verieble, pero los gametocitos son

producidos de 3 & 15 dfas despufs de la infeccién. Los trofo-
zoitos llegan al estado de gemetocitos deserrolléndose més co-
minmente en el {leon; de 2 a 4% de los gametocitts son mascu-
linos, produciendo cedé uno 12 microgametos. Despufs de la ma-
duracién los gametos se unen dando lugaf a un cigoto, este da
finalmente un ocoguiste inmaduro gue es expulsado junto con las
heces 8l exterior, donde meduran eo. el términa. de cinco dias
porgue requieren de oxf{geno para esporular (Frenkel et =al,1970)

trgnsforménduse en el ooguiste infectante, constituido por dos

esporoquistes con cuatro esparozoitas cada uno. Los ooquistes



ne

+5

-8 -
pueden permanecer infectivos hasta por un afioc (Olsen, 1974).

Fig. no. 3 (1,23)

PATOGENIA:

Le toxoplasmosis clfinica es rera aln en vista del hecho de
que los anticuerpos contra taoxoplasma estén presentes en la
mayoria de los humanos. Muchos factores influyen este Fenﬁmg
no coma son: la virulencia de la cepa de toxoplasma, la sus-
ceptibilidad individual, la de las especies vy lq edad del
hospedero asf como el grado de inmunidad del mismo (1,23,24).

Las infecciones asintomfAtices pueden llegar 8 ser fulminan-

tes si se administran férmacos inmunosupresores o cuando el

individuo esté inmunocomprometido.

Les infecciones sintomAtices pueden ser clasificadas en agu-
des, subagudas y latentes. En las infecciones agudes el in-
testino eg el primer sitio de infeceifin, posteriormente se

infectan los nAdulos. linféticos mesentéricos y el pérénqui—
ma del higado, shf hay. una répida. regeneracién de células y
se ejecuta una secrecian preliminar de .los parésitos. Los -
sintomas més comunes de la toxoplasmosis sguda son dolor --
dsen, inflamacién de los nidulos linféticus cervicales, su-
praclaviculares y de la regifin inguinal; estas sintomas pue

den estar asociados con fiebre, dolor de cabeza, dolor mus-
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cular, anemia y algunas veces complicaciones pulmoneres, di-
cho sindrome puede ser .confundido con.influenza. Esta infec-
cién puede raramente. .causar la. muerte..S5i la inmunidad se de
sarrolle, lentemente.las condiciones .clinices pueden. ser pro-

longedas, y entonces 18 infeccifén se llama subaguda.

En la infeccibn subagude las condiciones patogénices estén
extendidas el dafio puede ser mayor en el SNC gque en otros -
fdrganos, debido =& la bajs competencia inmunclégica en estos

tejidos.

Infeccign latente: resulta cuando la inmunided eficiente dis
minuye la proliferacidn de taquizoitos, esto cuincide con ia
formecién de guistes; estos pueden permanecer intactos por
afios sin producir efectos clinicos, ocasionalmente la ruptu-
rarde le psred del gquiste libera bradizoitos, la mayoria de
ellos serén muertos por los anticuerpos y complemento y algu

nas formarén nusvos guistes .

Le muerte de los bredizoitos en el cerebro estimules una reac
cidn inflametoria de hipersensibilidad forméndose n6dulos de
células glie. Si se forman muchos nfdulos el hospedero puede
deserraller sintomes de encefelitis crdnice con parélisis es
péstice en algunos cesos, Las infecciones repetidas en célu-
lss de la retina pueden romperla y causar ceguera. O0tros ti
pos de petologie sen miocerditis con dsfic permanente en el -

corazén y neumonfia (1,24,25).
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2.5.1. Infeccibn congénita:
La infeccifn toxoplasmBsica prenatal Onicamente tiene lugar
cuando una mujer contrae esta parassitosis par primera vez en el

embarazo (1,23).

Toxoplagma gondii, & semejanza de .lo que sucede con gtros

agentes de enfermedades. infecciosas, solo puede invadir el

fruto después de la finalizacién de la placentacidn y por lo
tento, también de la orgenogénesis. Para. que este hecho ocu-
rra, se cﬁnsidera necesaria la existencia de una parasitemia

fenfmenao relacionade con la primuinfeccién (26,27).

El riesgo fetgl es mayor cusndo le.madre adquiere la infecclan
durante el segundo y tercer trimestre de la gestacidn, como -
resultedo de diche infeccifin pusde haber aborto, dhito o nmaci
miento con malformaciones como son: microcefelis, mecrocefa-
lia, hidrocefslis vy celcificaciones cerebrales, en el mejor

de los casos manifestaciones tardiss como retraso mentel y

ceguera (26,27).

Los dafios en el feto como consecuencia de ls primoinfeecidn

materna estén condicionados por los siguientes factores:

1) Masividad de le infeccidn y virulencia de los pa-
résitos.

2) Capacidaed de defensa de la medre.

3) Tiempo de incubacién fetal.

4) Factores inmunoldgicos fetales.

5) Maomento de ls invasién del feto con relaci6n al

parta.
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De lo enterior expuesto surge gque la infeccién de ls madre
no es seguida indefectiblemente por la del nifioc y que, también
la greveded de las lesiones puede ser variable. Actuslmente ée
acepte Que cuelguiera gque sea el momento de le gestacidn en el
cual ocurre la primoinfeccidn de la madre, a continuacidn pue
de presentarse la invasién del, feto. De la primoinfeccién en
el primer trimestre se derive un 16¥% de fetos infectados de -
los cuales 21 10% presentan lesiones graves, el 3% defias leves
v 21 3% no evidencien sintomatologfa alguna. Las primocinfeccig
nes producides en el segundo trimestre del embarszo provocan
25% de infecciones fetales, lés lesionmes en el nifio son res-
pectivamente 8% serias, 6% leves y 11% asintomlticas. Las in-
fecciones maternas en el tercer trimestre se acompafian en un
65% del compromiso del fetn, con 0% de lesiones serias, 5% le

ves y 60% de infecciones asintométicas (24,26,270.

LA RESPUESTA INMUNE EN LA TOXOPLASMOSIS:

Mucho se ha discutido acerca del papel que juegan los anticu-
erpos en el proceso infeccloso, pues asungue pueden alcanzar -
titulos altos, los parésitos prevelecen. viables en los gquistes.
También es un hecho conocido gue la.infecci6n tan ampliamente
diseminada entre la paoblacifin no produce enfermeded. Es eviden
te que la inmunided humorael. tiene. una importante accifn en el

desarrollo de la parsesitosis. Al estudiar la relacifén entre -
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el titulo de snticuerpos y las modi ficeciones que éstos pue-
den causar en la morfologia de los toxoplasmes, se encontré
(Werner, 1963) que cuando los titulos sor bajos ertre 1:4 y
1:128 el parésito aln puede reproducirse; cuando el t{itulo se
elevh = 1:4 000 el nfmero de parésitos disminuyd sermsiblemen
te y 8l término de ls divisidn endndisgénica, los parésitos
guedan unidos sin separarse; cuando el titulo llegd & cifras
de 1:16 000 & méAs, le mavoria de los parfsitos se lisaran vy
sfla un pequefio grupo gquedd en el interior de las células —

parasitadas formenda quistes (17).

Inmunidad mediadse por células o macrifagos: es conocido que
los eventos intracelulares gue siguen a la fagocitosis del -
microorganismo son, la liberacidn de los productos metabdli-
cos y canstituventes de lispsomas dentro de la vgcuole Fago-
cftica y en la mayoria de las veces hay destruccidn y muerte
de laos microorganismos..Sin embargo ciertas bacterias v pro-
tozoarios como T.gondii son capaces de vivir y.multiplicarse
dentro del medio ambiente intrampelulsr (24,28). Evidencias -
morfoligices indican que los toxaplasmas vivos slteran la mem
brana vacuoler fagocitica, la vecunle se rodea de reticulog ~
endoplésmico v mitonnndriaes, esto puede estar relacionado im-
partantemente con la ausencia de fusidn lisosomal y al impe-

dimento de la liherescifin de los ceompenentes lisosnmales.
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En estudios con microscopie electrfnice se ohservd que en
los macrffegos el 50% de los toxoplasmas eran destruidos

y el 50% restante sobrevivian y seguian siendo capsces de

reproducirse (28).

Linfocitos: en experimentos donde se incubaban mecr6fagos
con linfocitos sensibilizedos con T. gondii. & los cuseles
se les sgregd antigeno de ;uxnplasma se observf gue inhi-
bfan o matmban el peré&ésito e diferencia de los macr6fagos ~
incubados con linfocitos no sensibilizados. Con esto se -
demuegtra gue la inmunidad a 1s infeccifn, ceausada por es
te parfsito intracelular esté mediada por células y que -
puede ser transferida per linfocitos de donadores inmuniza

dos (24).

ESTRUCTURA ANTIGENICA:

Toxoplasma gondii provoca une respuesta inmunolbéoice media
da por enticuerpos y células en los hospederps. Existen un
gren nimero de técnices diferentes pera medir la respuests
de anticuerpos hacia este perésito, sin embargo la natura-
leza de los entigenos hacias lops cueles esté dirigida esta

respuesta permanece sin estar hien estudiasda. Algunes de -

las investigacliones que se han hecho para examinar la €8
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tructura de T.gondii, han utilizado inmunoelectroforesis,
inmunoelectrotransferencia y electroforesis en poliacrila
mids encontrando que algunos de los antfgenos son recono-
cidos Gnicamente por anticuerpas del tipo IgM y otros por
IgG (29,30,31,32,33).

Hadman y Remington encontrargn que los anticuerpos Igh e
IgM reconocen 4 polipéptidos correspcndientes a un P.M. de
43 000, 33 opo, 27 000 v 219 000 deltons, los cuasles estén
presentes en las frecciones enriguecidas de membranas (29).
Existe considershle controversia acerce de la existencia -
de plicoprotefimas como principal componente de membrana. -
Hughes y colaboradores, en su trebajo experimental encon-
traron 11 ant{genas; 9 de los cuales eran de naturaleza -
proteica y con un £.M. de 10 000 a 324 000 daltons. Uno de
los antigenos era una glicoprotéina de P.M. 139 000 vy un po
ligacérido con P.M. de 185 DOD daltos, Gste Oltimo muy dis
cutido en su neturelezas por otros sutores (30,31). Una al-~
ternativa para estudisr los compgnentes antigbnicos, es la
produccibn de snticuerpos monoclonales dirigidos contra de
terminantes antigénicos relevantes del pardsito. Por medio
de ellos se hs demostrado gque los anticuerpos en la prueba
del colorante reconocen antigenos de membrana, los cuales
son proteinas. También por este mé&tode =g ha identificadg

un antigeno especifico de la infeccibtn sguda denominado 6K
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sin embargo, slin cuando en anflisis de sueros de recién

nacidos se detectan anticuerpos IgG dirigidos contra el

antfigenc &K, no hay presencis de anticuerpos IgM contrs

el mismo. La neturaleza del antigeno 6K es glicoproteica
y parece estar asociato con la membrane del protozoario

(32).

2.8. METODOS DE DIAGNOSTICO:

Tradicionalmente se bhan utilizedo diverses pruebas inmunosg
rolégicas para el diagnbetico de toxoplasmasis, asf como -

para conocer 1ia prevalencia de la enfermedad.

En el diagnéstico de toxoplasmosis se plantean varias si
tuaciones clfnices y se trata de sveriguar si la exposicifn

con Toxoplasma gondii es previe, actual o persistente.

La determinacifn de anticuerpos antitoxoplasma con fines
de disgnfstico se ha realizado mediante el empleo de muy
diversas técnicas: Fijacifn de complemento propuestas por
Nicolau y Ravelo (1937), Hemaglutinacién indirecta (HAI)
de Jacobs y Lunde (1857, Precipitaci6n por 0'Connor(1957)
Prueba de aglutinaci6n indirecta de Fulton y Turk (1953),
prueba de Colorante de Sabin y Feldman (1948), Inmunofluo
rescencia de Goldman (1957) y ELISA de wells (1977),(3,4,
6,171,122,
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Recientementefi se ha investigado le& deteccifn de antfge-
nos circulantes de T.gondiil en la sangre de sujetos infec
tados con fines diagnfsticos. Para la demostracién de an
t{genos circulantes se han utilizado varias pruebas: Inmu
nodifusién en gel, Inmungelectroforesis, ELISA y Qltima-

mente se ha empleado Coaglutinacién y HAI.

COAGLUTINACION :

La coaglutinacién es una técnica que se utiliza como so-

porte de los anticuerpos Staphylococcus mureus. La mayo-

ris de las cepas de S.sureus tienen como principal compg

nente en sy pared celular a la Protefna A (34,35).

Ng esté muy clars la correlacifin entre su presencia y su
patogenicidad "in wvivo". La proteine esté covalentemente
unida a le parte de las pép'tidos glucanes de la pared ce

lular.

Existe una marcede variecifin entre la cantidad de protef
na A gintetizada por la meyoria de las cepas de 5S.aureus.
Una de las cepas mejor productoras es la Cowen I (ATCC~

12598, NCTC-8530).La cepa Wood no produce praotefne A.

Propiedades fisicogquimicas de la proteins A:
La principal caracteristica de la proteina A es su extra
ordinarie afinidad por las inmunoglobulines, notablemen-

te la IgB. Esta propiedad tan Gtil e interesante ha sido
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ampliamente exploteda en técnicas inmunolégices. La protef
na A es una cadena (nica de polipéptidos de un P.M. de -
42 0D0 y contiene poco o nada de carbohidratos, su sbsor-
ci6n al 1% y 275 nm es de 1.65 y la molécula contiene & -
residuos de tirosine y nada de tript8fano; es fé&cilmente

radioionizada, su punto isoelfgctrico es de 5.1 (36).

Existen 3 regiones altamente homblogas & la unifn con 1la
fraccifn Fc de la inmunoglobulinas, sonsistente en més de
50 aminofcidos. La molécula es muy estable sl calor y agen
tes desnaturalizantes, y la unifin con IgG pefaiste des—~
pués de tratamiento con Urea 4M, tiocianato 4M, ‘Gcido pH

2.5 e hidrocloruro de guanidina 6M (36).

En la molécula intacta hay por lo menns dos sitios sccesi
bles para unirse con IgG y 18 unifn es una fraccifn Foc de
la cadena gama, la presencis de bejas concentraciones de
detergentes. no ifniceos,no afecta la unifn.la afinided --
constante de InG humans o de conejo es eproximadamente
1DB/le. La unifn de IgG & proteina A activa complemento
pero no hay relacifn entre la habilidad de una IgG para -
unirge a proteine A y su habilidad pars fijar complemento

(36).

La principal inmunoglobulina que se une a la proteina A
es la IgE y la afinidad de subespecie de IgG humanae es -

IgG Ing e IgGh, ademés IgAz algunas subclases de IgM

1
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se unen fuertemente, mientras gue IgG3 na se une al igual

que Igl—\1 (36).

Le interaccifin de inmunocomplejos es extremadamente répida
ocurriendo en segundes, mientras gue la unibn de IgG libre
es més lenta. Ademés la unifin de antigenos acomplejadas no
se desplaza‘del absorbente ni por grandes cantidades de -

Ighi normal o IgG libre.

HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA BUSQUEDA DE ANTIGENOS

Esta técnicae utilize como soporte pare los anticuerpos -~
eritrocitos de carnero, los cuales se recubren de anticu-
erpos medisnte tretemiento con clorurc crémico. Al poner
en contacto el complejo eritrqcitos de carnero- anticuer-

pos en presenclie de Toxoplasma gondii se presenta la reac

ci’on de Hemaglutinacién (38).



- 19 -
FUNDAMENTOD DE LA ELECCION DEL TEMA

Se han utilizedo diversas pruebas serolfgicas para el diagnBs
tico de la toxoplasmosis. La prueba de Sabin y Feldman (prue-
ba del colorante ezul de wmetileno) es la mAs aceptada debido

8 su especificided vy sensibilidad, pera es muy subjetiva ade-
més de gue se requiere mucho tiempo y es potencielmente peligrp

sa ya due usa toxoplasmas vives (4). La prueba de Inmunoflunres

cencia indirecte (If) es ampliemente utilizads pars el serodieg

nbstico concuerds bkien con la prueba del colorsnte, peroc ne-

cegita de mucho tiempo y Teqguiere parse su interpretacifn de une
persone experta, ademfis de gue results costoss su realizeciféin
(11). Para vencer estas dificultades, se he enssyado la preps-
racién de antigenos solubles en varios sistemas de prueba ta-
les como Fijacié6n de Complementa Fc; Hemaglutinacibén indirec-
ta (2,6,7,8,9,10) y recientemente 2stas preparaciones de antf

genos se han emplesdo en la pruebe de ELISA , un sistema de

ensayo sencilleo, répido, objetivo y adecuado para automstiza-

cifn; su (inice desventajs es gue es una determinacién costosa.

Todas esta pruebas son usedas para detecci6n de anticuerpos -

especi{ficos del tipo IgG y sabemos que el nivel de éstos es al

t0 por largo tiempo incluso haste afios, la que no discrimina -

ehtre una infeccibén mgudas y una latente. Aparte existen téeni-

cas pera la deteccibén de IgM, teles como IgM.IF e IgM-ELISA;

en la primera Ceamargo sugiere gue suU uso estd limitade dnica-

mente en el diagnbstico de toxoplasmosis congénita en nifios re
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cién nacidos (13,14). La IgM-ELISA es una determinacifr aplica

ble solamente en adultos porque el antigenc para el cuel es es

pecifice la IgM se presenta en esta edad (32).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La toxoplasmosis es una infeccidn gue puede evolucionar en for
ma grave, a veces martal o bien en forma subclinice y alin asin
tomética. El estudio serolégico més comlnmente usado es la --
blsqueda de anticuerpos, pero laos niveles altos de los mismos
no nos discriminan entre una fase asguda y una latente, porgue
ambas fases los presentan. Es importante distinguir entre las
dos fases porque el tratamiento sflo, es efectivo en la fase -
aguda, y sblo en esta fase une mdjer embarezada que le presen-

te tendré un nifio toxoplasmasa (2,27).

El diagnfsatico clinico en laboratorioc de la tuxoplasmosis agu-
da hea sido principalmente asuxiliada por la deteccién de anti-

cuerpos IgM y recientemente se he incrementado la atencgién ha
cis le deteccion de antigenos de toxoplasma en le sangre de sy

jetos infectados .

En esta tesis se probarfp dos técnicas: Coeglutinecién utili-

zando Staphylococcus sureus como soparte y Hemaglutinacion in

directa con eritrocitos de carnero como soporte pars los anti

cuerpos, como métodos alternatives, y por medio de los cuales
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se harad le blsgueds de antigenos libres (circulantes) de Toxo-

plasms gondii.
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GBJIETIVOS:

1.- Obtencifin de gueros hiperinmunes, y scoplarlos en eritroci

tos de sarneroc y en Stephylococcus aureuse.

2.~ Estanderizacidn de ceda técnicae determinando la concentra-
cidén Optima de los antigenos para obtener la sensibilidad

de las técnicas.

3.- Utilizacidn de las técnices de Coeglutinacién y Hemagluti-
nacidn indirects pere estahlecer el diagnfistice confirmati

vo de taxoplasmosis aguda.

4.~ Difusién de estas técnicas de diagndstico de toxoplasmosis
como medida preventiva para esteblecer un buen diagn&sticao

y tratamiento.

HIPOTESIS:

Si dnicamente en la fase sgude de la infeccidn existe prolifera
cidn active de los toxoplasmas vy por ende liberacidén de los an-
tigenos circulantes, entonces el empleo de las técnicas de Coa-
glutinacién y Hemaglutinacidn indirecta para detectarlos, nas

darén un diagnistico oportuno de toxoplasmosis aguda.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:
Ratones cepa CDW-1 de 20-22g

Toxoplasma gondii cepa RH

Conejos blancos Nueva Zelandes de 4-5WKg de peso

Staphylococcus sureus cepa NCTC-8530

Eritrocites de carnero en alsever

Albamina sérica bovina comercial

REACTIVOS:

Solucién salins 0.85%
Fenol 5%

Solucidn fosfeto seline emortiguada (PBS) pH=7.2,
Tartrato de sodio y potasio grado resctivo
Sulfato clprico grado reactivo

Cloruro erBmico D.01% grado reactivo

Dextrosa gredo reactivo

Citrétn de sodio dihidretsdo grado reactivo
_Acido citrico hidratado grado reactivo

Ager Muller-Hinton

Azide de Sodio grado reaciivo

Solucion saturada de écido picrico

Agar nutritivo

Colorante negro Sudéan

7.3,

7.0 .
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Agua destilada

Agua desionizada

MATERIAL,

Jeringas de 1ml, 5 ml, 10ml

Agujas no. 22x32, 21x32 y 16x25

Cubrecbjetos de 18x18 mm del na. 1

Pinzus de disecciotn

Cubrebocas

Guantes de létex pare cirujano

Mechero Fisher

Matraces de Erlenmeyer de 100, 250, 500 y 1000ml
Tubos de ensaye de 13x10C mm

Pipetas Paesteur de vastago c orto

Pipetas graduadas de 1,2,5 y 10ml

Camara de Neubauer '

Vasos de precipitedos de 100, 250, 500 y 1000ml
Gradillas

Terménetro de -10 = 4adac

Gasé

Algodbn

Pipetas autdmaticas de 25 y 100 microlitros
Places wicrohemeglutinacidn de poliestireno

Mlcradilutores g 25 microlitros
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EQUIPO:

Microscopioc binocular ZEISS Wwest Germany L6 40 22-9501
Certrifuga clinica Sol-Bet Mad. J3-12

Soricador Biosonick sonicetor W-370

Agitador Vortex Mod. K-22

Autoclesve PRESTO MOD. 854

Bafioc Maria CHROMALDOX CHR 22 227

Balanza anelitice METILER Tipc HG dig.. Cep. 160g no. 188009



- 26 -
PREPARACION DE SOLUUIONES:

CLORURD CHRUMILU: GCONCENTRACIUN O0.3%
Pesar un gramo de cleruro cramico (Er313) y disnolverlo en
1000 ml de solucifn selina 0.85%. E1 pH se debe ajustar tres

veces en una semara a pH=5 0’ tres veces en tres semanas.

SOLUCION AMDRTIGUADORA DE FOSFATUS pH = 7.3

NaCl 7.01 gramos
"
NaZHPD“.7H2) 4.83
i}
NaHZPD“.HZD 0.62 '

Aforar a 1000 ml con egua destileda.

5BLUCION AMORTIGUADURA DE FOSFATOS PH= 7.2

NaCl 8.00 gramos
KC1 a.2 "
NngPDh 1.45 "

"
HHZPUQ 0.2

Aforar. s 1000 ml con agua destilada.
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METODGS :

PREPARACION DE ANTIGEND PARTICULADO

El entigeno particulado de T. gondil se prepard con taquizuitoé
obtenidos de exudado peritoneal de raton infectage dos diass an
tes con . gondii ceps RH. E1 exudado fue lavado tres veces con
solucidn salina y tretados con PBS formalade al 1% por tres ho
ras y nuevemente lavado con solucion saline y sjustedo en céma
RA DE Newbsuer e uma concentrecidn finsl de ‘I5><1I:]'7 toxoplasmas

por 0.5 ml de solucldn salina. (37)

PREPARACION DE ANTIGENO SO0LUBLE:

El antigeno socluble de T. gondii fue preparado usando taguizol

tos obtenidos de la misma manera que el punto anterior. E1 exu

dado se pasd 8 través de uns aguja no. 26 pera liberar 8 los -

taquizoitos que atin permanecian dentro de los macrdfagos; se -

centrifugd & continuacidn a 400 rpm durante 10 minutos psra eon
centrarlos. Se lavaron tréa veces con solucidn salina,.se tra-~

taron par congelscidn y descongelacidn y después se sonicaron

a tres pulsos par 30 minutos & intervalo de 2 minutos caeda uno.
El sonicedo se centrifugd a 6000 rpm por una hara, el botdn for
medo se desechd y al sobrenadante se le determinaron proteinas

por Lowry (33).
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ANTICUERPOS CONTRA T .GONDII:

Los anticuerpos c9ntra T.gondii fueron obtenidos de conejos -—--
blancos Nueva Zelanda de 3 Kg de peso. La inmunizacidr iniciael
se reslizd con inmunizecidn intrevenosa de 0.5 ml de antigeno par
ticulado, 8 los tres diss otra inoculscidn de 0.5 ml, después a
los custro diss otres vez siguiéndose este madelo por espacia de
un mes. Diez dias despuds de le (ltima inaoculacién con antigeno
particulado, se reté sl conejao con 10 000 toxoplasmas vivoe por
via subcuténeg; se sacrifictd al animal 30 dias més tarde, presen
tando un titulo de anticuerpos de 41:128 000 por HAI. EL suerd
se precipitd con solucidn de sulfato de amonio al 33%, se diali
z60 contra solucidn smline durante tres dias; se le deferminé -

proteines obteniendo une concentracifin de 16 mg/ml en sclucién

salina.

INMUNDELECTROFORESIS :

Se realizd le inmunoelectroforesis segin Cawley (40,41), colo-
cando extracto crudo de antfigeno soluble de T. gondii, contre
diferentes concentraciones de anticuerpos, para ohservar los di
ferentes tipos de antigenos cierculantes Treconocidos por nues-—

tros sueros hiperinmunes.

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS :

En esta técnica se utilizaron los mismos suerss y antigeno gue



- 29 -

en el experimento anterior, simulténeamente con 21 mismo C40,41).

INFECCION EXPERIMENTAL EN CONEJOS

A dos conejos blancos Nueva Zelanda, se les inoculd intramuscy
larmente 1000 toxoplaesmas vivos en 0.5 ml de solucién salina -

0.85% estéril, les fue tomade una muestra de sengre previa a -

la ingculacidn y presentaron un titulo de anticuerpos negsti-

vos (contra T. gundii), requiS 1to indispenseble para ser utili

zados en el experimento.

Para comprobar la paraéitemia en los animales infectados, se -
inncularon tres ratones par conejo can 0.3 ml de sangre (por -
retiin) con cada una de las muestras, inmediatamente después de
obtenida ésta. Los exudadns peritoneales de los ratones se ang
lizaron cinco dias después.

Le virulencia de le cepa se verificé .inoculsndo cade exudado -

peritoneal en mé&s ratones.(0.3 ml por retén). Los exudados pe-

ritoneales de estos ratones se observaron & los tres «ias.

A ceda una de las muestres obtenides se les determinf presencis

de anfigenua circulantes por Cosglutinacidn y HemaglutlnaciGn-

indirecta.
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DETERMINAGCION DE PRUOTEINAS POR FOLIN (39)

REACTIVO A: NBZCD3 3l 2% mas tartrato de sodio y potasic al
0.02% en NaOH 0.1 N

REACTIVD 8: CuSDb al 0.5% en agua

REACTIVOD C: 50 ml del reactivo A'més un ml del reactivo B.

REACTIVD D: Reactivo de FOLIN-CICALTEAU sin diluir.

TECNICA:

Un mililitro de muestra problema (2.5 - 500 microgramos/ml) més
3ml del reactivo C. Dejar reposar diez minutos y edicionar O.1ml
del reactivo D. Dejar reposar 30 minutos y leer a 600 nm. Leer
cantra blanco que lleva*1 mi de HZD destilada méstres ml del -

reactivo D.

CURVA PATRON:

50 mg/100 ml =sproximadsmente 500 microgramos/ml de elbimina sgé

rica bovina. Colocar: D.1 0.2 0.3 0.L 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 ml
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TECNICA DE COAGLUTINACION (34,35)

ESTABILIZACION DE 5. sureus

Staphylococcus adreus Cowan I NCTC-8530

S§i esta en agar nutritivo 5i esté liofilizads se

sembrar 5 cajas con AMH resuspende en caldo nu
tritivo e incubar a

370C/24 horas

Se sembrasron 15 cajas con agar Muller Hintaon

incubar a 3790 durante 24 horas

Cosechar 5m de PBS pH= 7.3 por cada caja
Lavar 3 veces cor. 21 mismo PBS.
Centrifugar s 3000 rpm 15 minutos y resus

pender al 10% P/V en PBS

Inacfivar dursnte tres horas con formol al o.5%

(o 1.5 horas con formol al 1.5%) agitando cada

15 minutos.

Lavar tres veces con PBS pH= 7.3 y resuspender

al 10¥% con PBS PH= 7.3
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Foner en un bafic marfa de 800C por 10 minutos
previo calentamiento del matraz, segulidamente

enfriar con agua de 1la llave.

Lavar tres veces can PBS. pH=7.3 y resuspender
al 10% con el mismo P8BS con azida de saodio al

0.02%
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SENSIBILIZACION DE Staphylococcus aureus (34,35,36)

Stephylococcus sureus

Antisuero especifica

estabilizado T ml 0.1 ml
Se incubd a 370C por una hora

con agitacibn ocasional

Lavar dos veces con PBS pH= 7.3 con

azida de sodio 0.02% a 3000 rpm por 10 min.
Resuspenderen PBS pH= 7.3 con azida de sodio
a una concentracifn del 5%

Agregar una gote de cristal violeta

al 1% y egitar

Reactivo cosglutinante.
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE COAGLUTINACION :

Para la estandarizacidn de ests técnica se emplearon placas de

microhemsglutinacién, con las cuasles se resliza lo siguiente.

Del pozo na. 1 al 12 horizantal y QE la letre A 8 la H vertical
se colocaron 25 microlitros de PBS pH=7.3.

En la columna 1 (pozo 1A hasta 1H) se adicioneron 25 microli--
tros de extracto crudo de T. gondii a cada pozo, se mezecls bien
y se diluye 1:2, 1:4, 118 .ceee....etc, en cada fila.

Partiendo de la suspensién de estefilococos el 5%, se realizan
en tubos de ensayo diluciones 1:2, 1:4, 1:8.... ete.

Se adiciona s la fils A (1A hasta 12R) 25 microlitros de le di
lucifin 1:2 de la suspensifén de estafilococos; a la fila B la -
dilucién 1:4 y asi sucesivamente pars formar el sjedres.

Se mezclan todos los pozos, se tamen 25 microlitros de la mezcla

se colocan en un portacbjetos y se observa la aglutinacién.
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TECNICA DE HEMABLUTINACION INDIRECTA PARA BUSQUEDA DE ANTIGENCS

1.~ Se lavan lpos eritrocitos de carnero; puestos previamente en-

soluciéin de alsever con no més de 15 dfas; con solucifn sali

nae al 0.85% 3 veces.

Del botén resultente de la (iltima centrifugecién se toman —-
0.1 wml de eritrocitos y se mezclen con 0.1 ml de anticuerpos
(concentracifn &4 mg/ml) y despufs con 0.1 ml de clorurc crb-
mibn al 0.01% preparado en el momento (si se desea preparar-

dias antes de debe ajustar 3 veces en una semans O 3 veces -~

en 3 semanas 8 un pH de 5).

Ya mezclados se agitan suevemente durante 10 minutos @ tempg

rature ambiente.

Después se lavan con solucifn salina sl 0.85% una vez a 2000

rpm x 5 minutos.

A continuacifin se lavan dos veces con PBS pH=7.2 y se resus-

penden en PBS a una concentrecifin finsl de 1%.
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA
(BUSQUEDA DE AGS):

Se sensibilizaron los eritrocitos de carmeroc con diferentes --
concentraciones de anticuerpos (0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8.y -
10 mg/ml). A cads concentracién de los mismos se les realizd -
el ajecres, pero en lugar de las diluciones 1:2, 1:4, ....etc.
de los anticuerpos, se uvtilizaron concentraciones sl 0.5%, 1%,
1.5% y 2% de la suspersi6n de eritrocitos sersibilizados.

En esta estandarizeci6n se emple§ PBS pH= 7.2.

SUERDS HUMANUS

Se eligieron 64 sueros bumanos a2l azar, 17 de los cuales fuero
negativos y 47 fueron positivas por la técnica de Hemaglutina-
cibn indirecta para bisqueda de asnticuerpos.

Los 64 sueros se descomplementaran a8 569C por 30 minutos, antes
de ser utilizados para ls bisqgueda de antigenos circulentes por

coaglutinacidn y hemaglutinacidn indirecta.
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RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de figuras, tablas

graficas.

FIG. NO. 4 INMUNO Y CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

En las dos primeras placas se observa
una banda de precipitacifn, cuando se
usf estracte crudeo de antigeno soluble
de 1. gondii (3mg/ml) y suera hiperinm.
de conejo (placa 1: 17 mg/ml; pleca 2:
50 mg/ml) .

En la placa 3, se realizd contrainmung
electroforesis con concentraciones de
antigeno y suero iguales a la inmuno-

electroforesis.
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FIG. NO. 5 TECNICA DE COAGLUTINACION

En esta figure ge presentan los testigos usados
en la técnica. A la izguierda se observa el teg
tigo negativo (suerc de conejo t=0), a la dere-
cra el testigo positivo (estrscto crudo de antf

genossolubles de T. gondii)d.
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FIG. NO. 6 TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA
(BUSQUEDA DE ANTIGENOS)

En esta figura se presentaruna placa de microhg
meglutinacidén en donde se muestran slgunos sue-—

ros humanos probadas per esta téenica.
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CONEJD NO. 1 CONEJD NO. 2
NO. OE FECHA PRUEBAS PRUEBAS
MUESTRA CoA l HAI(Ags CoR . |HAI(Ags)

1 2L/11/86 - 1:8 - 1:8
2 26/11/86 - 1:8 - 1:8
3 27/11/86 - 1:8 - 1:8
4 28/11/86 - 1:8 - 1:8
5 3/111/86 - 1:8 - 1:8
& L/I11/86 - 1:8 + 1:16
7 5/111/86 +9 1:16 + 1:16
8 6/I111/86 ++ 1:32 ++ 1:32
9 10/111/86 + 1:16
10 13/v/86 - 1:8
TABLA NO. 1 Resultados

d= débil positivo

de la toxoplasmosis en conejos.

Al conejo no. 1 se.le tomaron 8 muestras de sengre,

murig el 9/111/86 .

Resultadas de ls toxoplesmosis causada experimentalmente

en 2 conejos, el titulo de anticuerpos fue determinado -

finicarente el 1ler. dia (t=D0) cuyo titulo fue negativo y =&l

Bo. dia con titulo de 1:4096.
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TITULD |FRECUENCIA pFRECUENCIA]
DE AGS.|DE CAsOs ACUMULADA
NEG. 4 : 6.25
1:2 7 17.18
1:4 12- 35.93
1:8 14 57.81
1:16 th 79.68
1:32 8 92.18
1:64 4 98.43
1:128 | 1 , ]| +00.00

TABLA. NO. 2 Resultades de la prueba
de HAI(B(squeda de. Ags.). En 64 sueras
humanas,..notando. .gue. 1os titulos de -~
antigenos circulantes van desde 1:16 -
hasta 1:128.

Testigo negative se tomd sl suero del
conejo al t=0.

Testigo positiveo se.tomd. sl antigeno
puro de toxpplasma y. al sueroc de conejo

al Bo. dia de infectado experimentalmente.
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1:2 1:6 1:B 1:16 1:32 126§ 1:128 1:256
TITULD DE AGS (HARI)

GRAFICA NO. 1 Resultados de la prusba de HAI (Bisgueda

de Ags). Se representan los 64 sueros de pacientes con

titulo de snticuerpos por HAI y los resultados obtenidos

por HAI (Blsqueda de antfgenas).
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1:2 1:L 1:8 1:16 1:321:64 1:128
TITULO DE ANTIGENGS CHAI)

GRAFICA NO. 2 Resultados e la prueba de HAI (Bdsqueds de
Ags). Esta gré&fica nos muestre gue més del 50% de los sue-
ros (64 pacientes) tienen un titulo menor o igusl a 1:8. -
Ern base a esto se tomaron como sueros negetivos todos los

que presentaran titulos semejantes. Se apoyd esta decisifn

en los resultados obtenidos con los sueros de los conejos

Tabla no. 1.



- 45 -

TITULD DE | COAGLUTINACION HAI (Ags)
ACS POR HEF POS NEG PaOs NEG
NEG 4 12 6 11
1:2 a] ‘0 o I3}
1:4 0 o a [}
1:8 o] 1 o] 1
1:16 0 2 1 1
1:32 0 1 0 1
1:64 a] 5 2 3
1:128 a] 3 0 3
1:256 2 3 3 2
1:512 L 8 5 7
1:1024 3 3 4 2
1:2048 L3 6 A [
1: 4096 1 ) 1] 2 o

TABLA NO. 3 Resultados de las pruebas de Coaglutinacién
y HAI (Blsqueda de Ags). Observamos gque. existe cesi el mismo
comportamiento para ambas técnices, ya sea con titulo de anti-
cuerpos negativos como positivos, sunque se detectan més posi-

tivos por HAI gue pos coaglutinaci@n.



- L6 ~

124

“.-o—. POSITIVOS

NEGATIVOS

ur (3}
— !

+
Py

FRECUENCIA DE LOS CASOS

ra
134 1:16 1:126425% 1: 1028 19m9¢
TITULO DE ACS (HAI)

GRAFICA NO. 3 Resultados de la prueba de Coa. (Coeglutinacién
contra la prueba de HAI (Blsgueds de Aca). Le separaciéin de los
sueros negativos y positivos, nos.muestra que los sueros positi
vos se encuentran entre los t{tulos 1:128 y 1:2048. Se muestran

64 sueros de pacientes.
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~e—e~. POSITIVOS

NEGATIVOS

FRECUENCIA DE CASOS
-

Oy £

-
1

16 1igy 15256 foay 119095
TITULO DE ACS (HAID

GRAFICA NO. 4 Resultados de la prueha de HAL (Blisqueda
de Ags) contra.la pruebs de HAI (Blsqueda de Acs). Agqui
se pbserve que hay mayor sensibilidad de la pruebs con -
respecto &.1la prueba de Coaglutinacién presentada en la -~
gréfica no. 3. A titulas.bajns“dé Acs. de 1:8 hasta. titulas
de 1:4096 se encuentre. el rengo. de.positivos para esta prueba

lo gue no. ocurre en Coaglutinacién. Se muestran 64 sueros
|l

de pacientese.



3Y x2 ¢
X Kk kR x * K Kk R Rk k *
x2
COUNT_ I
ROW PCT INEGATIVO POSITIVO _R0W
coL PCT I TOTAL
FOT PET I c I 11
X1 mmeeeie- I--=s==m- I~-mmm——- H
9 1 13 I 6 1 1
NEGATIVO I 7¢-8 I 23.5 1 26.6
I 28.3 I z22.2 1
i 20:.3 I T6.3 1
“I---ini-e I=w-=oiam I
11 33 1 16 1 7
°0SITIVO I 70-.2 I z5.3 1 T73.4
I 71.7 I 77.8 1
I 516 I 21.9 I
S e R bt 1
CoLUMN 46 18 64
TOTAL 71.5 22.1 100.0
1 OUT OF L ( 25.0%) OF THE VALID CELLS HAVE EXPECTED CELL FREQUENC
MINIMUM EXPECTED CELL FREQUENCY = 4.781
CORRECTED CHI SCUARE = 0.02134 JITH 1 DEGREE OF FREEDQOM. SIGNTFICANCE
RAW CHI 33UARE = 3124185 WwIT4 3 DEGREE OF FREEDOM. SIGNIFICANCE

TABLA NO. & PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X 2 para HEMAGLUT INACION INDIRECIA

ACS) CONTRA COAGLUTINACION.

AgLUT Inpozoy

(BUSQUEDA DE

Como 0.03134 < 3.841 (X2 de teblas); si existe independencis entre las dcs pruebas. Por

la tanto los titulos de los anticuerpas son independientes de la presencia de los anti-

genos circulantes determinados por coaglutinacién.

- gy -




HEMAGLUT INACION INDIRECTA (BUSQUEDA DE ACS) ~ gy “x3 HAI (BUSUUEDA DE AGS)
L T IR R i A i R T

Xz
COUNT_ I
ROW PCT I R oW
COL PCT I TOTAL
TOT PCT I 0o 1 11
Xt mmemeeza- R Turwmoem— 1
o 1 11 I ¢ 1 17
NEGATIVO I 64,7 I 35.3 1 26.6
I 29.7 I 22.2 1
I 17.2 I P.4 I
-1 I--m=ae-- 1
101 26 I 21 I 47
POSITIVG I 55.3 I 44.7 1 73.&
I 70.3 1 77.8 I
I 40.5 T 32.8 I
S G I--smcc- -1 '
COLUMN 37 27 A =
TOTAL 57.8 2202 100.0 o
CORRECTED CHI SQUARE = 0.14825 wITH 1 DEGREE OF FREEDOM. SIGNIFICANCE = 0.7202'
RAW CHI SQUARE = 0-451971 WITH 1 DEGREE OF FREEDOM. SIGNIFICANCE = 025019

TABLA NO. 5 PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE x2 PARA HAI ( BUSQUEDA DE ACS) CONTRA HAI (BUSQUEDA

DE AGS).
Coma 0.14825 < 3.841 (X2 de tasblas), si existe independencia entre las dos pruebas.

Los titulos de los anticuerpos son independientes de les presencis de los antigenos cir

culantes determinados por HAIL (Biusgqueda de Ags.).
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6 PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X
Como 19.81003 > 3.841 ( %2 de tables ), no hay independencis, existe asociscidn entre

les dos pruebas.

TABLA NO.
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SUNITS &
SDATA Y
SREAD 35 11_2 1¢
SFACTOR X2 2:1x3_ 2
SCAL X2=7%GL(2,2) : X3I=%GL(2,1)
SYVAR Y :
SLINK L
SERAROR P
SFIT + X2 + X3 %
SCALED
CYCLE DEVIANCE DF
H 23.99
$DISPLAY E_S
ESTIMATE SeZ. PARAMETER
1 3,281 2.1829 %64
2 ~0.9352 5.2740 X2¢2)
3 -0.3151 9.2531 X3¢2)
SCALE PARAMETER TAKEW S 1,002
$FIT + X2.X3$
SCALED
CYCLE DEVIANCE DF
3 < 2L93E-14
$DISPLAY E 3
ESTIMATE S.Es PARAMETER
1 3.555 0.769% %ZGM
2 ~2.862 0.7269 X2(2)
3 -1.157 J.3457 X3(3)
4 32237 0.,82587 X2¢29.¥3(2)
SCALE PARAMETER TAKEN AS 1.000
SEND

TABLA NO. 7 PRUEBA DE LOGARITMOS PARA COAGLUTINACION CONTRA

HAI (BUSGQUEDA DE AGS).

Esta prueba nos indica gue la dependencia o asociecidn que
existe en ls tabla no. 6 entre les técnicas shi mencionadas
se encuentra en la celds (2,2), la cual corresponde a encon
trar sueros positivos por l1a pruebs de Coaglutinacién. y es-—
to mismo implice gue tembién serén positivos por la prueba

de HAI (Bisgqueds de Ags).



DISCUSIUN DE RESULTADOS

En las placss de inmunoelectrofaoresis gue se corrieran , se -
observe tan sdlo una banda de precipitacién para cade uno de
los diferentes sueras probsdos cantre el mismo estracto crudo

de antigencs solubles.

Esto podria deberse =& gue los anticuerpns con que se trabajo
Gnicamente reconocen una fraccidn del estrecto crudo o que és
te no se separd lo suficiente y por lo tanto solo se detecta

una banda de precipitacian.

Los conejos a los cuales se les provocd la infeccidn aguda fue
ron solamente dos, perc- los resultados cbtenidos san muy valio
sos, porgque no dan una idea de como se comporta la enfermedad

causada experimentalmente.

Observamos gue en la muestra tomada al inicio del experimento
(t=0) no se detects 1a presencis de anticuerpos ni de antige-

nos, lo cufl es muy significativo.

No se logrd segquir el tf{tulo de enticuerpos dia con dia porgue
no se contabe can el kit para la prueba de HAI, pero vemos que
las técnicas de Cosglutinacian y Hemaglutinacidn indirecta nus

detectan antigenos positivos al 7o0. dis posterior al inicio -
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de la infeccién.

La presencis de parasitemis en los cenejos fué positiva cuando
se tomé la muestra al séptimo die de iniciada la infeccién, si
endo también positiva la prueba de antigenos el mismo dis,esto
nos hace suponer que sf existe una relacifn entre ant{genos~ -

circulantes positivos y parasitemis positiva en el coneja.

La (Gltima muestra (no. 8) tanto para el conejo 1 como para el
2, nos dan un tftulo de anticuerpos meyor a 1:4 000, la prueba
de Coaglutinacifin es paositiva en +++, el tftulo de antigenos -
por HAI es 1:32 y ademfs se tiene parasitemia positiva. Con es
to wvemos que existe una relacifin entre tftula de enticuerpos
elevado vy préaencia de ant{genos circulantes en ambos conejos

corroborado por la perasitemia.

Uno de los conejos murl6 de taxoplasmosis y el otro continud -
vivo, a este 0Oltimo se le tomf una muestra un mes m&s tarde v
su titulo de anticuerpos fue de 1:256, no detecténdose antige-—
nos circulantes por ambas té;nicas. Lo que nos sugiere que es-—
te cunejn esté en la Fase latente qg la infeecibn, sin embargo
el por qué un conejo murid de toxoplasmosis y el otro llegh a
la fase latente de la enfermedad, es debido probablemente a la
varisbilidad biol6gica, ya gue amhos siguieron el mismo trata;

miento, tenfan el mismo peso, edad, etc., pero esto no podemos
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asegurarlo totalmente porgue hace falts un lote més grande de

conejos y volver a repetir el experimento.

Por el escaso ndmero de conejaos experimentados se tomaron los
datos del experimento como un estudio piloto, en el cual se ba

85 la siguiente fase de la tesis.

Una vez esteblecidos los testigos pusitivas (estracto crudo de
toxoplasma y suero de los conejos al getave. dfa) y los testi-~
gos negativos (PBES y suero de los conejos al t=0); se probaran
64 sueros humanos tomados al azer. Todos los sueros Fueron ti-
tulados con una pruebe de hemaglutinacidén (prueha de referen-

cia) para blsgueda de enticuerpos, toméndose como positivo des

de el titulo 1:2..

La obtencidn de anuigenos positivos con titulo de anticuerpos
negativos lo podrismos interpreter de dos formes: uns gque se

estén detectando resultados .faelsos positivos de ambas pruebas
o gue aln no se detectan anticuerpos porque es el inicio de 1la

infeccibn. «

Pera verificar ls existencis de relecion entre titulo de anti-
cuerpos alto y titulo de antigenos positivos, se realizd un es
tudio estadistice con ji-cuadreda, y se encontrd gue es inde-

pendiente el hallazgo de titulo de anticuerpos elevadas y snti-
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genos circulantes positivos. Pera existe relacifn entre las resul
tados obtenidos en las dos técnicas para blsgieda de ant{genos ~-
circulantes, déndose este esociacibn cuendo se detectan titulos -
positivos en ambas técnicas, no as! para los negativos, ésto pue-
de deberse a que ls tfcnica de HAI es més sensible y por 1o tanto

se reportarén més positiveos que por la técnice de Coaglutinaci6n.

La independencia de anticuerpos elevados y antigenos circulantes
positivos puede ser deblide a que la pruebsa de referencia utiliza-
da en esta tesis, detecta niveles de anticuerpps del tipo Igi,lans
cuales son cerscterfsticos de la etspa latente de la enfermedad,
en este etapa no existe proliferacidn activa de las toxopiasmas v

por ende no hay antigenos circulasntes detectables.

Otras causas por lss cusles puede disminuir le sensibilidad de -
las pruebas de bldsgueda de antigenos circulantes puede deberse a
la unién de antigenos a otras proteines del suero, a8 la formecidn
de complejos inmunes o 8 la degrasdacidr de los antigenos por pro-

teasas presentes en el suero.

Para poder diferenciar entre la etaps aguda y latente de la enfer
medad, debe sstablecerse la relacidn que existe entre los antipe-

nos circulantes positivos y el tipo de inmunoglobulina detectads.

Al inicio de la infeccitn (etaps aguda), el sistems inmune del -
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hospedero elabora anticuerpos IgM dirigidos ccntra los caomponen—
tes de la superficie del parésito (antigencs de membrana), can 1
tulos méximes & los 14 dias y con una duracién de sproximaedamente
3 meses. En la etapa latente, la respuesta inmune es desarrcllada
en respuesta & los antigenss liberados después de la muerte y 1i-
sis de los toxoplasmas (antigenos solubles o intracitoplssmaticos),
v el anticuerpo formado es de tipo IgG princip lmente, (dos a cus
tro semanas de iniciada ls infeccidn) con titulos waximos 8 los -

3-4 meses y gque pueden permanecer elevados adn por afios.

Esto nos lleva 8 analizar el tipo de inmunoglobulina que detecta
la prueha de HAI para bisgueda de anticuerpos. Esta pruebs recong
ce anticuerpas del tipo IgG, debido 81 tipo de entigenos que se en
cuentran adheridos a los eritrocitos, el cual es soluble o intraci

toplasmético.

Pare solventar este problema se debieron de haber utilizado mues-
tres de pecientes con toxoplesmuasis activa disgnisticeda por cli-
nico y/o por técnices como IgM-ELISA, IgM-IF o ls pruéba del colp
rante. Séguidamente se hubiesen corride las pruebas de Cnag}uting
cidn y Hemaglutinacion indirectes pare bisqueda de antigenos, y -

asi e=2 podris haber tenido una base mejor para relacionar presen-

cia de antigenos positivos y toxoplasmosis aguds.

Coma no tenemos estos datos no podemos establecer que las pruebas
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de Coaglutinacién y Hemeglutinacién indirecta para bisgueda de an
tigenos circulantes, aunque den resultados positivos no detecten

realmente la fase aguda de ls infeccion.

Podemos decir gue con las técnicas de Coaglutinacién y Hemaglutina
cidén indirects es posible detectar antf{genos circulantes en sueros

de pecientes humsnos, con une sensibilided de 0.1 mg/ml.

Para mejorar estas técnicas para bisqueda de antigenos circulantes
es necesario hacerlas més especificas, pera ellpo es importente la.
purificacidon del antigeno més inmunogénico y més caracteristico de
la fase aguds de la infepcldn, determinar su peso molecular, su ng
turaleza: lipido, proteinas, carbohidrato, etc., y scbre todo el +ti
pa de anticuerpo IgM a usar se debe' purificer o producirlo como un

anticuerpo monoclongl.



- 58 -
CONCLUSIONES

Es posible ohtener sueros de conejos hiperimnunes, sensibilizar

con ellos eritrocitos de cerners y Stephylococcus aureus.

Se logrd estandarizar las técnicas -de Coaglutinacién y Hemaglu-

tinacidén indirecta , determinédndose ademés su sensibilidad.

Se cumplid con la hipétesis propuesta, porque se detectsran antf

genos circulantes por ambas técnicas.

Pars gque se determinara el estado agudo de la infeccidn, tendrisg
mog gque relacionar tf{tulog sltos o bajos de IgM, titulos altos o
bajos de IgG y presencia de antigenos circulsntes positiva, o ﬁi

tulo de IgG elevade o bajo y antigencs circulentes positiva.

Si se tuviese cualquiera de los casos antes citados, se le daria

o recomendaris dar tratamiento 21 paciente.

Para mayor segurided en el disgnistico de toxoplasmosis aguda se
recomienda hacer paralelamente la bisqueda de antigenos circulan
tes por cualguiera de les técnicas y blsgueda de enticuerpos del

tipo IgM.

Es recomendable continuer el estudio de estas técnicas para bis-

gueda de antigenos porque son faciles de hecer, de bajo caosto vy
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reproducibles.

Para aumentar le confiabilidad de ambas pruebas es necesarlo puri
ficar los antigenos, estudiar y purificar los anticuerpos especi-

ficos o producir anticuerpos monoclonales para cads etapa de la -

infeccibn.

Se observd gque estas pruebas reconccen antigenos de Trypanasaoma

cruzi hasta un tftulo de 1:32 .



RESUMEN .

El propfsito de este trabasjo fue el disefio de dos técnicas,
Cosglutinacién y Hemaglutinacifin indirects para le deteccién

de antigenos circulantes de J.gondii en sueros humanos.

Para ello se obtuvieron sueros hiperinmunes de conejos contra

T.q00ndii, con estos sueros se sensibilizaron eritrocitos de

cernero (HARI) y S.sureus (Comeglutinacién) y posteriormente se

procedi6é & la estandarizaci6n de caeds una de las técnices.

Con el fin de verificar el funcioremiento de ambas técnicas

se realiz6 un estudic piloto, en el cual se causb ila -toxoplag
mosis experimental en corejos y asi se logr6 establecer la -
presencia de antigenos circulsntes.

A continuaci6n se trabaj6 con 64 syeros humanos a los cusles
previamente se les determiné el titulo de anticuerpos contra

T.gondii por HAI.

Se les aplicaron tanto Cosglutinacibn como HAI y los Tesulta
dos fueron gue por las dos técnices se pueden defécpar ant{-

genos circulantes, siendo mAs sensible HAI ye que cuantifica

0.1 mg/ml .
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