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I.-INTRODUCCION

A.  ANTECEDENTES

La toxoplasmosis es una protozoosis causada por Toxoplasma gondii.
parasite intracelular obligado. capaz de infectar a diversas especies
animales, permaneciendo en ellos por largo tiempe. inclusive toda la
vida; cuyo huésped definitivo es el gato casero y algunos animales
de la familia Felidae, el hombre representa un accidente en la cadena
de transmisién. (Frenkel, J. K.: Dubey, J.P. y Miller., 1970).

La infecciOp humana es muy comun, como lo indica la elevada prevalencia
de anticuerpos especificos detectados en encuestas seroepidemiolégicas
en el mundo, pero sélo algunos individuos desarrollan’ enfermedad
sintomdtica al infectarse con una cepa virulenta y/o con una dosis
suficiente de pardsitos, por lo que es raro encontrar la enfermedad.

1a accién patégena del Toxoplaspa gondii se debe a sus exigencias
metabdlicas y a la accién mecdnica de distensién (Thalhammer, O..
1967), aunado a su pantropismo, este protozoario, puede localizarse
después de haber alcanzado la circulacién., en cualquier tejido del
huésped, causando dafios irveversibles, ( Mohr W., 1962 ).

El principal problema médico de esta protozocsis, es el riesgo
perinatal, me estima que existen de 20 a 40 % de posibilidades de
transmision al producto., ya que un 3 % de los embarazes pueden terminar
en aborto, un 3.5 % en muerte necnatal, 15 % en toxoplasmosis
grave. 20 % en toxoplasmosis discreta y el resto habitualmente

evoluciona en forma asintomatica



Desmonts y Couwvrewr, citades por Thalhammer estudiande la
evolucién ulterior de toxoplasmosis prenatales diagnosticadas en la .
lactancia y el embarazo -cmprobamn en 14 cascs qus focos
coriorretinianos no existentes en el momento de ia enfermedad aguda,
aparecieron entre 19 y 24 afios después del nacimiente. En 10 casos eran
focos nueves en 0jos que ya tenian otros cicatrizales, en 4 cascs no se
habia comprobado ninguna lesion previa.

Hogan  (1959) citado por Franccis, estudio 36 casog de
toxoplasmogis prenatal., De ellos 8 tenian coricrretinitis congénita,
en 9 aparecierdn focos entre los 6 y 12 meses, y en 19 enfermos estoe
ge evidencizron en el segundo afic de vida.

Tenemcs actualmente numerosas prusbas de la patogenicidad de
Toxoplasma gondii para el hombre, asi como de su distribucien
universa‘l‘ ’
Ia prevalencia de anticuerpcs a esta parasitogis en adultes es
aproximadamente de un 30 % (Feldman y Miler, 1956); las manifestaciones
clinicas en el pericdo latente estan condicionadas por las lesiones que
provoca T.gondii en loe pericdos agulo y subsgudo, y por la
reaccion cicatrizal de loe tejidos. Una vez alcanzado este periodo
evolutive de la enfermedad, poco se puede esperar de un tratamiento
antitoxoplasmotico especifico. puesto que loe toxoplasmas recluidos en
los quistes, no son afectados por los anticuerpos ni por loa
medicamentos actualmente en uso. ( Kaufman y cols.., 1976 ).

El diagndstico de toxoplasmosis es dificultado por lo polimorfo y
poco caracteristico de su cuadro clinico. por lo que se ha requerido la
ayuda del laboratorio util:izand._o técnicas seroloégicas como la de Sabin-
-Faldman " Dye-Test " (Safin y Feldman, 1948);: y la Hemaglutinacién



Indirecta (IHA: Prueba de Jﬁcobs y Lunde 1957). La Prueba de
Inmunoflucrescencia Indirecta, propuesta inicialmente por Coons y
Kaplan en 1950, fué probada para el diagnéstico de toxoplasmosis por
Goldman en 1957; sin embargo este autor no establecié la sensibilidad y
especificidad de la técnica. habrian de pasar 9 afios para que en 1966
fuera instituida por Fletcher y Walton como una prueba optima para el
diagnostico de esta enfermedad.

En la actualidad existen pruebas inmunomenzimaticas como tal es
caso del Andlisis Inmunocadsorvente Ligado a Enzimas, de la que en 1971
Periman usando una combinacién de antigenss o anticuerpos inméviles
sokre una fase solida con un antigeno o anticuerpo conjugado a una
enzima, obtuvo come resultado un andlisis con alta sensibilidad y
especificidad,

la prueba de ELISA me ha aplicado con éxito en el * didgnostico
serclogico de enfermedades parasitarias tales como equinococosis,
leishmaniasis, fagcicolasis, en enfermedad de Chagas, Toxoplasmosis, etc.
Este procedimiento es simple en su realizacion, econdmico y facilmente
adaptable para uso rutinario.

En la mayoria de log estudios inmuncenzimAticos. se utilizan
antigencs parasitarios crudes y solubles, adsorbidos en las paredes de
las placas de microtitulacion.

Cuya concentracion verdadera de antigeno presente en cada pozo no
88 conoce y ciertca antigencs pusden unirse débilmente, o bien no unirse
a la superficie del pozo; Hawkes y cols., (1982) describierédn una
modificacién dencminada inmunounién en mancha, en la cuAl pequefios

anticuerpos monoclonales fuerdn aplicados directamente gobre



nitrocelulosa. Posteriormente la muestra ensayada (que presumiblemente
contiene el antigeno) se incuba con la fase sélida, que luego se lava, -
para afiadir un sequndo anticuerpo conjugado con peroxidasa que
reacciona con un sitio antigénico diferente, (en esta etapa puede
utilizar anticuerpo no marcado, seguido de un conjugado de glohulina
antiespecie marcada con enzima ) y luego se lava. Se afiade el sustrato
enzimdtico. La degradacidn es proporcional a la cantidad de antigeno en
la muestra analizada.

Este procedimiento posee ventajas sobre las prushas como de ELISA
estandar, debido a que es econémica, utiliza cantidades reducidas de
reactivos, no requiere de aparatos para su lectwa, es directa, 1los
antigencs permanecen estables durante largos periodos y por su
facilidad de ejecucién puede emplearse en encuestas serolégicas .

(Pappes, M.G., R. Hajkowski, 1988).



B.— PLANTEAMIENTO DEL PROELEMA

La toxoplasmosis es quiza la antropozoonkeis, con mayor
distribucién mundial, y representa principalmente para 103 paises en
vias de desarrollo un problema importante en materia de salud.

En grupes Jjovenes del sexo femenino donde la toxoplasmosis
adquirida, suele ser en la mayoria de los casos una enfermedad
asintomatica o bien presentar una sintomatologia inespecifica y por lo
tanto confundirse con otras enfermedades infecciosas.

Y al no ser diagnosticada en la etapa aguda se hace inaparente
tornandose’ a cronicidad: o quedando en forma latente durante afos o por
toda la vida manifestandoge cuando existe inmuncsupresién.

Memdz de lo anterior esta enfermedad es capaz .de producir
anomalias en el embarazo, como aborto y malformaciones congénitas.

Es por esto que se considero realizar un estudio presuncional
sero—epidemiolégico, a un grupo etario jéven femenino, de tres
instituciones universitarias, para evaluar la seroprevalencia a esta
parasitosis:

Para esta evaluacion se adicions una técnica nueva denominada
DOT-ELISA. como prueba alternativa de diagndstico., para lo cuAl es
necesario establecer un andligis de homogeneidad con una prusba de

referencia, ya establecida como lo os la Inmunoflucrescencia Indirecta.



C~OBJETIVOS

Conocer la seroprevalencia de anticuerpos contra

Toxoplaspa gondii, de un grupo etario joven del
sexo femonino, de areas urbanas y suburbanas.

Evaluar la técnica de DOT-ELISA, como una pwueba

alternativa, para el diagndstico serolégico
de Tovoplasmosis, en base a un estudio comparativo
con una técnica ya establecida, ccmo es la de

Imunofiucrescencia Indirecta. )



D.~ POBLACIONES DE ESTUDIO

Se considero realizar un estudio de sercprevalencia a la toxoplasmosis
a . tres poblaciones jévenes, del sexo femenino, entre los 17 a los 31
arios de ed;:d, provenientes de centros universitarios oficiales situades
en areas urbana y suburbana como: La Universidad Autdnoma de México
( Facultad de Quimica, La Escuela Nacional de Estudics Profesionales

Cuautitlan Izealli ), y la Universidad Auténoma de Chapingo.



E~-HIPOTESIS DE TRABRJO

1a seroprevalencia de infeccitn subclinica en grupo
de Jovenes de edad reproductiva, presentaran un
porcentaje de seropositividad menor, dado al paralelismo
q;xe existe entre edad y seroprevalencia.

Al utilizar técnicas inmuncerzimdticas cowo,
prueba serodiagnéstica, para la toxoplasmosis, se
pensard encontrar cierta correlacién, dada a las
caracteristicas ecusnimes de la microtécnina DOT-ELISA,

con la de referencia (I. F. I.) .



II.~ CARACTERISTICAS DEL AGENTE

A. Clasificacién
De acuerdo al Comité de Sistematica y Evolucién de la Sociedad de
Protozdologos (1972), (121,143) Toxoplasma gonxdii pertenece a:
Pnylum : Protozoa, Subphylum : Apicompleja, Clase : Sporozoa, —
Subclase : Coccidia. Orden : Bucoccidia , Suborden : Eimeriina, Genero:
Toxoplasma ,Especie  : Se reconoce una especie unica,T, gondij y todas

las cepas estudiadas son antigénicamente similares.

B. MORFOLOGIA
‘Bmtudios realizados por Plekarski y Werner se definieren
‘tres formas que son importantes desde el punto de vista patogénico y
epidemiclogico : una forma trofozoitica o proliferativa, una quistica o
de reaistencia y una forma ooquistica.

Cuando la forma trofozoitica, sale de la célula huesped,
tiene forma cuva o de media luna y mide entre 4 y 5 micras de longitud
¥y =e reproduce por una division binaria. En esta fase el parasito
madre divide su nucleo en una primera etapa. después replica el concide
y las otras estructuras, y posteriormente por una especie de gemacién
interna, se individualizan los des parasitos hijos,
(endodiogenia). Cuardo el pardsito invade una célula toma la forma oval
o redonda, que al microscopio ¢ptico puede semejarse a los amastigotes
de les tripancsomatidos, pero sin bleroplasto.

A la microscopia electrdnica presenta una ultraestructura



compleja. la membrana envolvente del parasito se interrumpe por una
abertura o micropilo. El polo anterior del citoplasma se observa un-
anillo polar y una formacién cénica hueca. con la base dirigida hacia
el interior del pardsgito llamado cecnoide. el cual parece continuarse
por unas estructuras, cilindricas alargadas llamadas roptrias que
divergen en el centro del parasito. El conoide pusde ser prominente y
en este caso representar un crganelo adecuado para perforar la membrana
de ‘la célula del hospedero. AdemAs en el citoplasma s observan
mitocordrias, Aparato de Golgi, Reticulo Endopldsmico, granulaciones
osméfilas y fibras delgadas. Carece de organelos de locomocion y sus
deslizamientos los realiza por flexién del cuerpo (73).

Cuando se tiffe con el Metodo de Wright o de Giemsa, el
citoplasma es azul y el nicleo es uma estructura irregular de color
rojo a parpura, de ubicacién central o paracentral cargado al polo maAg
ancho., los taquizoitos se presentan en grupos y se multiplican por
endodiogenia en la fase aguda de la infeccion: formando pseudoquistes;
que no tienen envoltura quistica.

los  bradizojtos o gquisteg. caracteristicos de la fase
cronica de la toxoplasmosis, tiene forma oval, esférica o alargada,
cuardo se localizan en la filra muscular. Miden de 10 a 60 micras de
diapetro o mas, dependiendo del numero de parasitos que contenga. Estan
envileitos por una pared de doble membrana : una externa en contacto con
el citoplasma de la célula hospedadora y la interma granulosa en
contacto con los pardsitos. Una vez formado el quiste los pardsitos se
repreducen lentapente. El Mupero de pardsitos dentro del quiste varia
desde 50 a 3,000. ( Work y Hutchinson, 1969 ).

10



Los ooquistes aparecen eri grardes cantidades en las heces fecales
del hoepedero definitivo, son de forma oval y miden 9 por 14 micras:
cada coquiste cuando esporula presenta dos esporoquistes encerrades por
una pared celular doble, cada uno de los cuales contiene cuatro
esporozoitos., Loa esporoquistes miden 6 por 8 micras., ( Frenkel y
'cols.. 1970 ).

Estas tres formas del parasito tienen capacidad infectante pero
bajo condiciones diferentes. El quiste es a traves de ingestion de
carne cruda o mal cocida, El ooquiste por la ingestion de cualquier
alimento contaminado por la materia fecal del huésped definitive. En
cambic el trofozoito. debido a su labilidad a los cambios ambientales
requiere condiciones especialea que faciliten su arribo a otro huesped.
Actualmente me cosidera que la via transplacentaria es la mAs frecuente
para esta fase parasitaria, ampliamente demcstrada en animales y
aceptada en la infeccion intrauterina de la especie humana (39).

De acuerdo, a Werner y Janitschke se defipen algunos
estadics de reproduccion asexual y sexual, caracteristicos de T.gondii;

1) ESQUIZOGONIA

Divisioén repetida del nacleo que origina 4 © mas nuclecs dentro del
organismo inicial antes de que se segmente el citoplasma: asi al

yomperse, quedan cuatyo o mds organismos hijos.
2) GAMOGONIA

Denominada gametogonia por otros autores (73). El desarrollo sexuado



comienza con el crecimiento del macrogamsztocito, ®l cual evoluciona.
impediatamente después de redondearse, hacia la forma de macrogameto.
El microgametocito también aumenta de tamafic durante =y
redordeaniento y por divisién maltiple produce hasta 30 microgametos
pequefiisimos de 34 de largo, probablemente tleéslados. Ds la
fecundacién del macrogameto por uno de estos microgametos se produce
el zigoto.

3) ESPOROGONIA

Después de una divisién de reduccion, el zigoto me rodea de una
membrana y se transforma en cogquiste.

En el ocoquiste, al comienzo no esporulado., se forman los esporoblastee
que después da haberse complstado la esporulacion contiene cuatro
esparozoitos cada uno.

12



CICLO BIOLOGICO
C.~ CICLO BIOLOGICO ZOONOTICO

El - ciclo comienza, cuando el gato, se infecta en la
x?utwalem principalmente a través de la ingestion de las formas
infectantes, en las que soOlo aquellas que fueron resistentes a log
Jugoe digestivos, evolucionan a &avw del epitelio intestinal del
gato. distinguiendose un ciclo de reproduccion asexuada o esquizogénica
y otra de multiplicacién sexuada o gametogénica, y fuera del intestino
del gato - en las heces fecales -, un ciclo esporogénico o
antropozoonstico ( 114, 135 ). V
En la etapa éntercepitelial los trofozoitos penstran en las
vellocidades de la porcién distal del inteatino delgado del gato. Alld
alcanzan la fase de eaquizonte. el cual mediante esquizogm:xia da origen
a los merozoitos. Es posible que esta fase esquizogonica sea precedida
por otros mecanismos de reproduccion asexuada : endodiogenia y
poliendogenia.

Los merczoitos pusden penetrar a nuevas celulas o transformarse
en gametocitos, que son los recursorea de los gametos masculinos y
femeninos, con los cuales se inicia la gametogonia.
El gameto masculino, exflagela dando origen de 12 a 32 microgamentocitos
y uno de estos, penetra al gameto femenino fundiendo su cromatina con
la del macrogameto, fertilizdndolo dando lugar al cigoto o huevo.

La fecundacién ocurre dentro de la célula huésped ¥y el cigoto
resultante sale del intestino recubierto por una envoltura translucida:

el ciquiste, que es expulsado al exterior con la materia fecal del gato

13
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donds madura. Este ciclo tarda de una a dos semanas y ds acuerdo al
estadio infectante: 3 a 8§ dias despuss de haber ingerido quistes de
I. gordii y de 2 a 3 memanas #i la infeccion ocurrié mediante la
ingestion de ooquistes. El coquiste tiene una pared gruesa que lo
proteje, da origen al gsporoblasto primario que se divide en dos
egporoblastoas, que luego se transforma en egporocistos los que al
al wmadurar en las materias fecales del gato, se dividen de muevo para
constituir 4 egporozojtog. Bsta maduracion ocurre en el suelo, dentro
de las matorias fecalea excretadas por el gato.

D. CICLD BIOLOGIQD ANTROPOZOONOTIOO

Los quistes o pseudoquistes que se encuentran en la carne contaminada y
los ooquistes maduros que contaminan los alimentos., son las formas
preinfectantes para el homlre (y otroe hospederos intermediarios) que
al ingerirlos inician el ciclo extraintestinal. (1,114)

los teaquizoitos 1iberados en el intestino, en la lamina propia,
proliferan rapidamente atravesando la mucosa y se diseminan por
linfa, sangre y cavidades, multiplicandose en cualquier célula del
crganismo, ya qus debido a su pantropismo celular, T. gondii es capaz
de parasitar y multiplicarse en todas las células del crganismo excepto
en el gléhulo rojo no nucleado. (1.73)

los parasitos en el interior de las células mse reproducen por
erdopoligenia. (73,143,)

En la endopoligenia se observa primeramente la formacion de un material
intersamente coloreado, cerca de las estructures apicales del pardsito,
el nicleo me escota progresivamente dando lugar a la foarmacién de
varics miclece hijos: el citoplasma se aglomera alrededor de los nuevos

miclecs y comienza a rodearse de nusvas nembranas celulares, no

15



relacionadas con las células madre. Estas ultimas resultan destruidas
Por el progresivo crecimiento de las celulas hjjas, las que al
abandonarlas se culren con la memtrana limitante externa de las mismas:
este tipo de multiplicacién puede variar en lo qus se refiere al tiempo
y velocidad, de acuerdo con las modificaciones de la virulencia de uma
cepa determinada.

Al estallar la célula parasitada, los trofozoltos pueden infectar
nuevas ceélulas, este periodo de proliferacion rdpida corresponde a la
fase aguda de la toxoplasmosis lo que pueds manifestarse clinicamente
por una toxoplasmosis aguda generalizada. Esto se repite durante
algun tiempo hasta que, con la aparicion de las defensas del huesped,
termina paulatinamente la fasme de proliferacién rapida. Loa toxoplasmas
litres a nivel de sangre y tejidos son destruidos al igual que gran
parte de las formas proliferativas intracelulares; aquellas formas
intracelulares que no son destruidas se transfarman en formas
quisticas. La fase proliferativa aguda se transforma en fase subaguda.
(83)

las formas quisticas me localizan de preferencia en cerelro, ojo,
musculo cardiaco y eaqueletico, y con menor frecuencia en pulmén,
higado, bazo, utero y mucosa intestinal. El quiste es la forma de
Toxoplaspa gondii que caracterisa la fase cronica de la infeccion. los
quistes pueden permanecer en log tejidos en forma indefinida, como
formas latentes, pero eﬁ ocasiones puede producirse la ruptura de
estas formas quisticas (Fig 1) seguida de la liberacion de pardsitos
capaces de invadir nuevas células y de reproducirse en la forma ya
descrita. Este proceso me conoce como reactivacion de una toxoplasmosis

crénica y puede ser localizada. si el proceso se limita al tejido



circundante en que ocurre la ruptura del quiste; o gensralizada si los
toxoplasmas liberados de las formas quisticu pasan & la sangre o linfa
y de alli al resto del crganismo. (49,143)

E. MECANISMOS DE TRANSMISION

Al parecer son tres las principales fuentes de infectién de T, gondii
en la cadena de transmisién : gatoe (y otros felinos), tierra y
hoepederoe intermediarios. El homhre y otroe carmivoros se encuentran
como hospederos intermediarios bioldgicamente no funcionales debido a
que son raramente comidos., Cada ww de los remservorics son
influenciados por varias modificacicnes. (48,50) '

GATOS.

la densidad de poblacitn de gatos por casa y por Km determinan en
general la concentraci¢én de sus heces fecales y la obtencion potencial
del agente infeccioso. '
Despues “de la infeccion primaria los gatoe mon capaces de liberar
millones de ooquistes en sus heces fecales, depositadas coourmente en
la tijerra suelta y cubierta ligeramente con ella. La edad de la
poblacidén de gatos y sus caracteristicas (gatos con o gin duefio) y el
tipo de comida suministrada, son algunoes de los factores que participan
en determinar la proporcién de eliminacien de ooquistes.

TIERRA.

la tierra preserva bien los coquistes si es humeda y sombreada,
nientras que el calor y la desecacién disminuye la supervivencia de loa
ooquistes. Con la falta de tierra los gatos defecan en superficies
S®lidas, como pisce de cocinas, debajo de muebles, etc. donde la
‘humedad es alta y el lugar es sonhrio. Esto permite a los especimenes

fecales permanecer infecciosos por mds tiempo.
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Como 1la lomtriz de tierra puede mezclar los ooquistes con la tierra
suelta y las cucarachas y moscas también tienen accego a las heces
fecales de los gatos, bien sea que Ze encuentren en los pisos sélidos
de las casas o en lugar con tierra. se ha pensado que pueden sServir
como transporte. (15,119)
HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS (15.50.69.137)
Los hospederos intermediarios (rata, ratén y aves), adquieren la
infeccién por ingestién de coquistes esporulados que se encuentran en
la tierra. Una vez infectados permanecen asi. con hradizoitos
infecciosos en quistes que persisten hasta que el animal es comido por
gatos u otroe carnivores,
Ovejas, cerdos, pollos, vacam, etc., estdn comunmente infectados y
pueden servir de transmisiores de Toxoplasma gondii a gatos cuande son
alimentados con desechos de carne. (125)
Los humancs son hospedercos intermediarios accidentales de la principal
cadena de tranamisién, Los nifios se infectan cuando Jjuegan con la
tierra o arena. De acuerdo con estudios de Walton y Remington (350.110),
se ha sugerido que los humanos se infectan principalmente por tierra
contaminada con heces de gatos y en menor grado del contacto directo con
la piel de dichos animales.
1a toxoplasmosis congénica en el hombre (y prcbablemente en la mayoria
de los animales) es bioldgicamente rara, pero médica y econémicamente
es un evento importante. (7.50,73)
La propagacién de la toxoplasmosis en la naturaleza puede verificarse

de animal a animal: la mds frecuente

de animal a hombre: frecusnte

de homhre a hombre: la forma congénita frecuente
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III.— FORMAS CLINICAS DE LA TOXOPLASMOSIS

la infeccién por lo general es subclinica: =in embargo la
toxoplasmosis puede ser congénita o adquirida en el curso de la vida
{postnatal). La infeccion intrauterina es la mis grave: estudios
realizados en mujeres y ensayos experimentales en conejos demuestran
que una primoinfeccion de la madre, con anterioridad al embarazo por lo

general no ocasiona fetopatias ni toxoplasmogis congénita (73,76).
A. TOXOPLASMOSIS ADQUIRIDA

Esta variedad de la enfermedad es en general grave, sus
manifestaciones son multiples variando con la virulencia de las cepas y
la localizacién parasitaria. Presenta un pericdo de incubacidn de 3 a 5
dias cunqtie puede ser mis prolongado, Theologides y Kennedy sugieren.
que tomando como base las manifestaciones clinicas y los organcs
comprometidos, sea clasificada en:

Toxoplasmosis ganglionar, Toxoplasmosis miliar, Toxoplasmesis localizada.
1a manifestacién mas comin de la toxoplasmosis ganglionar es la
linfadenopatia asintomatica :los ganglioe linfaticos estan aumentadoes
de volumen, ein supuracién ni dolor y de consistencia moderadagente
dura, siendo principalmente afectados laz cadenas cervicales (73,111},

Toxoplasmesis miliar : Caracterizada por diseminacién
generalizada del parasito, con manifestaciones clinicas de
participacién multiple de organos ¢ sistemas y con evidencias
patolégicas de que la mayoria de las visceras tienen células

parasitadas (116}.
Esta forma clinica ha sido descrita como forma tifica, forma
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exantepatica y forma de fietre de las montafias rocosas.

Toxoplasmosis localizada : Son las formas clinicas que se
manifiestan con sintomas de una viscera, y que en los casos que 1llegan A
a la autopaja, curicsamente se encuentra sélo ese organo afectado.
Existe la pogibilidad de que un toxoplasma de baja virulencia tenga al
mismo tiempo un tropismo visceral particular, Esta f‘cmm ss clasifica
de acuerdo al dryano que afecte, en : toxoplasmoeis ocular,cerehral,
pulmonar, miocdrdica, pericArdica, hepdtica u otras mencs comunes.

Piekarski (108), ha encontrado que aproximadamente el 15 %
de las linfadenopatias que se presentan entre los 18 y 30 afioe de edad
son atribuibles a la toxoplasmosis.

Ia toxoplasmosies es particularmente grave y nortifera en
eujstcé debilitades con immunodeficiencia célular, esta se  debe
pobablemente a una reactivacién de la parasitosis latents,
presentandose genseralmsnte en nifioa leucemicos o adultos con linfomas,
en pacientes con dérganos transplantados bajo terapia inmunosuprescra, o
de enfermedades en la que el sistema inmune por alguna caus=a sea

alterada su funcién de proteccién.
B.~ TOXOPLASMOSIS CONGENITA

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una infeccién
agula, adquirida por la madre durante la gestacidn por la via
placentaria, o por la reactivacién de una forma latente pre—existente
en la madre; aunque ésta ultima posibilidad no es frecuente. las formas
quisticas localizadas en miometrio, endometrio o amhos prodrian
liberar durante el embarazo las formas méviles de T.gondii e infectar
al producto por invacion del trofozoito (116).



fa incidencia de las manifestaciones clinicas variard en
funcién de la edad del feto e'n el momento de la infecidn, la dosis
infectante., la virulencia del pardsitoy el nivel de resistencia
materno-fetal., habiéndose chservado que 1a frecuencia es de 10 % en el
primer trimestre, 25 % en el sequndo y 65 % en el tercer trimestre del
embarazo (75.76), aunque la infeccien puede conducir al aborto
espontdneo o prematurez: sin embargo la mayoria de los nifies infectados
nacen asintomAticos y pueden continuar asi, o© bien deaarrolier
coriorretinitis,  estrabismo, ceguera, epilepmia, retraso paicomotor,
transtornos conductuales y pulmonares, pudiendose también presentar
calcificaciones cerelrales.

Entre las alteraciones. es posible que el productc nazca con
alteraciones como : &) variedad cerebro—-éculo-médular, manifestada por
hidrocefalia, macro o microcefalia, coricrretinitis, calcificaciones
cerebrales, transtornce peicomotores. comvulsiones, ataxia; b) variedad
parasistémica : expresada por hepatitis (con o sin ictericia),
neumonitis, esplencmegalia, cardiopatia, exantema maculo papular,
poliadenitis y transtornos paiquicos.

El cuadro clinico de la toxoplasmosia congénita es grave
perc las infecciones intrauterinas no son frecuentes y la mayoria

transcurre en forma inaparente (359,76,92 ).
C. RESPUESTA INMUNE EN LA TOXCPLASMOSIS

Mucho se ha discutido acerca del papel que juegan los anticuerpos
en los procescs infecciosos, pues aunque pueden alcanzar titulos muy
altos, no logran del todo una proteccién completa para el huesped (97).

En base a estudios experimentales efectuades por Levaditi en

e
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1928, se conoce la capacidad de Toxeplasma gondii. a desencadenar en el
huésped una respuesta immunitaria de tipo humoral: con la formacion de
anticuerpes, que permiten una disminucién en la proliferacién de las
formas parasitarias lilwres, disminuyendo asi el paso de loe mismos de
una célula a otra; pero es evidente que una vez sensibilizada la
respuesta inmune, la sobrevida dsl parasito intracelular depende de la
evacitn de los mecanismos inmunes, adguiriendo otros estadics de
proliferacién lenta, y reproducirse dentro de 61, con la formacion de
quistes, que es la manifestacién crénica de la enfermedad, impidiendo
as! su digestién y muerte (76).

la fagocitosis y destruccion de los pardsites por macrofagos
no activades son mecanismos eficaces pero inespecificos, sin embargo la
activacion de linfocitos y sus linfocinas en regpuesta a los antigenos
de Toxoplaspa gondii, en particular a las ribonucleoproteinas,
contioren' especificidad, particularmemte el interferdn gamma, ya que
estimila a estas células produzcan iones superoxido y perdmidos que
destruyen a loe parasitos (40, 48).

Sin embargo, se debe recordar que Toxoplagma gondii invade
relativamente pocos macrofagos, ya que prefiere fibroblastos,
hepatocitos, neuronas, células intestinales, miocardicas que
probablemente sean incapaces de producir iones supetxido (142).

los anticuerpos contra T. gondii acttan por mecanismo
extracelular, y no intracelular.

1a respussta inmunitaria humoral se manifiesta primariamente en
el huésped por produccion de anticuerpce Ig M. y que generalmente no,
llegan a persistir seis meses, aunque alguncs casos se los ha

encontrado afios despuss de la infeccién estimulante.



En forma lenta y paralela se origina otro tipo de anticuerpes de
la clase Ig G ( aparecen 2 a 4 semanas de iniciada la infeccién).

Su maxima intensidad se encuentra a los 12 meses, persistiendo
elevada durante el primer afio y bajando paulatinamente con niveles cada
afio, mAs bajos hasta estabilizarse mds o menos a los 10 afios con un
titulo bajo.

De lo anterior ge ha considerado que la determinacién de IgM en
el laboratorie debe constituir un procedimiento habitual para
diagnéstico de toxoplasmosis aguda. Una determinacién de Ig M asuperior
a 20 ng %, es sugestiva de infeccién intrauterina por los agentes
habituales del sindrome de TORCH.

Oxelius informé que hay incremento de Ig  A. paralelo al de
inmuncglobul inas monoclonales, en casos de toxoplasmosis
trasplacentaria, disminuyendo loz niveles de IgM en suero y liquido
cefalorraquideo con la inatalacién del tratamiento especifi;:o; lalg A
en camhio permanece slevada hasta los cuatro meses de edad.

En los estudios hechos para encontrar la relacidn del titulo de

-anticuerpos y las modificaciones que éstas puedan causar en la
morfologia de los toxoplasma Wermer (140,141),encuentra que cuando los
titules de anticuerpos son bajos entre 1:4 y 1:128, el parasito puede
aln  reproducirse, pero cuando el titulo se eleva a 1:4 000 el numoro
disminuye considerablemente y la divisién endodiogénica es incompleta, »
quedardo los parasitos unidos sin poder sepextame.

Cuando el titulo llega a 1:6 000 o mAs, se lisa la mayoria de los

pardsitos y s6lo un pequefio grupo se mantiene en el interjior de las

celulas  iniciand la formacion ge peeudoquiste. Se ha estudiado la

accion de anticuerpos sobre los pardsitos en la reaccion de Sabin—



Feldman y se ha cbservado que en una reaccién positiva, el hecho de
qQue no tifia el citoplasma con el azul de metilenc ha generado varias
hipotesis como : la que suponen Kularsé y DasGupta (73,114) sefiala qua
los anticuerpos penetran al pardsito a través del conoide y las
roptrias y en contacto con el citoplasma éste se hace homogéneo,
produciendo caridlisis y ods tarde lisis de todos lo.u cryanelos.

En base a los estudios en microscopia electrénica. se ha
obgervade que la actividad de los anticusrpes en presencia del
complemento causan daffo irreversible al pardsito perdiendo estos su
actividad. haciendose incapaces de infectar a los macrdfagos.

Se ha demostradc que los macrdfagos provenientes tanto de los
animales como de humanos son incapaces por si sdlos de inhibir o matar
a T. gondii (73. 76,108) in vitro,

Jones y Hirsh, (75.84.94) explican 1o que sucede - al paragito
dentro del macrofago, refiriendo una ausencia de fusién fagosoma
lisosoma, en las vacuolas fagociticas que contenian toxoplasmas vives:;
en cambio aquellos que contenian parasitos muertes la fusién era
notable. As! como también las vacuolas que contienen parasitos vives
estan rodeados de mnumerosas mitocordrias y reticulo endoplésmico
intimamente adosadas a la memlwana vacuolar, en contraste con su
ausencia en las vacuolas que contenian organiemos degenerados.

Estos hechos hacen pensar que el toxoplasma posee la capacidad de
inrducir por algun mpcanismo no conocido, la atraccién de organelos que
se disponen de tal manera que impidan la llegada de liscecmas de la
célula huésped hacia la luz de la vacucla protegiendose de esta manera
de la accién litica de las hidrolasas y ademAs por el tipo de elementos
atraidos hacia la periferia de la misma le proporcionan al parasito un



microambiente favorable.

For otra parte, se ha demc;strado que macrofagos de origen humano
o animal en cultivoa a los que se ha agregado toxoplasmas con
antisueros especificos, inhiben en gran medida la actividad de los
parasitos (67.83,92.).

La importancia de ja inmunidad celular ha sido demostrada en
estudics de transformacion blastoide., en cultivos de linfocitos de
imdividuos con diagnéstico de toxoplasmosis. Los toxoplasmas fueron
destruidos cuandoc se incubaron con macrédfages y  linfocitos
gsensibilizados.

Sharma. Verhof y Remington han encontrade en estudios in vitro,
un incremento importante en 1a actividad de células asesinas naturales
(NK), en la incubacion de linfocitoa periféricos con precipitado por
ultrasonido de T.gopdii: estos datos coinciden con la produccion de
interferon gama.

Frenkel (48,49 ) demostrd que la inmunidad a las infecciones
causadas por pardzitos intracelulares, como toxoplasmosis, es de tipo
celular y puede sger transferida por linfocitos de donadores
inmunizados, asi como también estd inmunidad es especifica y que son
las ceélulas intactas las que ejercen la actividad inmunitaria pué¢s los
lisados de linfocitos o linfocitos irradiados no lo hacen.

Si bien podemos decir que la inmunidad humoral controla hasta
cierto punto. el inicio de la infeccién aguda, es la respuesta célular
la Que desempefia un papel principal en las infecciones causadas por

patégenos intracelulares como es T. gondii. (64 )



IV- METODOS
" A..TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.I.) PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Toxoplampa gondii

1. Fundamento

Esta reaccitn se basa en que las proteinas, incluyendo los
anticuerpos del suero, pueden ser marcados con colorantes flucrescentes
por combinacién quimica, ain alteracién o interferencia con sus
propiedades biolégicas o inmunolédgicas. Tales anticuerpos narcados
reciben el nombre de conjugados. los cudles permiten demcstrar una
reaccién antigenc-anticuerpo por la emisién de fluoreacencia en el
microscopio de luz ultravioleta y a este método se le llama reaccién de
imunofh.;omcenciu indirecta. :

Podemos decir que la prusba de Inmunofluorescencia Indirecta se
basa en la identificacién de anticuerpos por medio de un anti-
anticuerpo marcado con isotiocianato de fluoresceina que se evidencia a

través de un microscopio de luz ultravioleta.
2. Desarrollo de la Prueba f

Descongelar las laminillas que contienen el antigeno *, y secar a
temperatura ambiente.
Praparar las diluciones del suero control ** (positivo o negativo) asi
como los suercs problema de la siguiente manera: colocar la gradilla
con tubos de ensaye 12 x 75 para cada suero *** de acuerdo al nimero de
diluciones que se ralizardn. Afladir a cada tubo la cantidad necesaria



para obtener una dilucién de suero 1:2 en PBS ( amortiguador de
fosfatos salino pH 7.2 - 7.6'). De esta dilucién se partira para
realizar dilucicnes seriadas (al doble) en los tubos siguientes
colocando un volumen de PBS con igual volumen de la dilucion anterior
para obtener diluciones del suero 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128
etc,

Con la microcopipeta tomar 10ml, de la dilucién apropiada
( iniciando con 1:2 ), del tubo de ensaye y colocarla en un circule con
antigeno contenido en la laminilla. Colocar la laminilla en 1la camara
himeda durante 30 minutos a 37°C,

Lavar las laminillas con FBS pH 7.2 - 7.6 con una piseta y
colocarios en una caja de tincién con PBS pH 7.2 - 7.6 por cinco
minutes. Segar a temperatura ambiente o con una corriente ligera de aire,

Cukrir los circuloe de la placa con 10 microlitros de la dilucién
¢ptinma del conjugado ****, Colocar la laminilla en camara himeda a 37°C

por treinta minutos.

*  ver spindice 2

hld con . el suero control positivo se realizan diluciones seriades
hasta una dilucién mayor a la ya conocida, colocando en la placa
la dilucion maycr, menor y la ya conocida. Con el suero control
negativo se realizara unicamente la dilucién 1:16. colocandola en
la laminilla con antigeno.
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Lavar las laminillas con PBS pH 7.2 - 7.6 con una piseta y
colorarlas en una caja de tincion que contenga FES pH 7.2 - 7.6 durante
cinco mirutos, sacar las laminillas y dejar secar a temperatura
ambiente,

Colocar & la laminilla una gota de glicerina tamponada y cubrir
con un cukrecbjetos. v '

Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente y observar al

microscopio de fluorescencia con objetivo seco fuerte.

=#x  Inicialmente se realizan cuatro diluciones de cada suero ( 1:2,
1:4, 1:8,  1:16, 1:32, 1:64, 1:128 ) . Si el susro problema
es positivo a la dilucién 1:128, mse deberd retitular con
mayores diluciones, sin omitir los controles.

#*++  Ver aperdice 3.
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3. INTERFRETACION DE REULTADOS

la reacci¢n sme considera NBGATIVA (~) cuando se cbserva los
organismos  fluorescentes de color rojo purpura sin  ninguna
fluorescencia verde—amarillenta en la periferia: también se considera
NEGATIVA cuando el polo anterior del organismc fluoresce verde—
~amarillento sin extenderase egtu fluorescencia a la periferia y sain
llegar al polo posterior (coloracién polar), se presenta en las
primeras diluciones y usualmente desaparece en las diluciones mayores a
1:64. (47, 127)

1a reaccitn es POSITIVA cuando la fluorescencia verde—amarillenta
se extiende por toda la periferia del organiemo. Esta reaccién puede
ser muy intensa, aun a diluciones altas, en los suercs .fuertemente
positives,

Cuando se hace la determinacién del titulo de anticuerpos contra
Toxoplasma gondii, se debe sncontrar la mAxima dilucion del suero dque

Pr atn  fluor ja definida en al menog o1 50 % de los
parasitos observados. la intensidad de la fluorescencia esta en

relacitn directa con la concentracion de anticuerpos.
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a)

b}
c)
a

o)

a)
b)
c)
d)

V- ¥ ATERTIA AL
A. MATERIAL BICLOGICO

Antigeno preparado a partir de exudado perif'.oneal de ratones
infectados con Toxoplasma gondii

Suero humano problema (289 muestras),

Suero humano control positivo (titulo 1:64 y 1:512).

Suero humano control negativo ( — ).

Glohulina antihumana marcada con isotiocianato de

flucresceina.

B REACTIVOS

Na,HPO,, Mca. Productos Monterrey Lote 5154
NaH, PO, . HO  Mca. Productos Monteérrey Lote 009212
NaCl Hca. Baker Analysed Lote 36509
Azul ds Evans
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a)
b)
c)
o)
o
g)
h)
1)
N
k)
1

m)

a)
b)

c)

C. MATERIAL

Agujas para jeringas.

Capara humeda.

Caja de tincion.

Jeringas desechables de 10 ml.

Jerignas de Insulina.

Matraz Aforado de 1000 ml.

Matraz Erlenmeyer de S00 y 2 000 ml.
Micropipetas de 10-5C M1, 50-250 m1,150-1000 il
Papel Filtro.

Pipetas Pasteur.

Pipeta Hamilton.

Fortachjetos de 2.5 x 7.5 cm co 12 campos.

D. EQUIPO

Centrifuga Clinjca.

Incubadera ajustable a 35°C -~ 37°C,

Micromcopio de epiflucrescencia ( Karl 2eiss con lagpara
OERAM HBO 200 W 41 ).



E. SOLUCIONES

a) Amortiguador de fosfatos salino pH 7.2
b) Amortiguador de fosfatos salino pH 8.5
¢) Gliceriana Tamponada.

d) Formaldehido al 10 %,

e) Fenol al 5 %.

* Ver apendice N.3
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VI.~ MICRO-TECNICA DE INMUNOUNION EN MANCHAR " DOT-ELISA “
PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Toxeplasma gondii

A. FUNDAMENTO

El principio Dbisico de esta prueba se basa en una reaccion
inounolégica en la que el anticuerpo presente en el suero reacciona con
el antigeno de Toxoplasma gondii que ha sido adsorbido previamente &
un soporte sdlido de nitrocelulosa, poniendose esta de manifiesto con
la adicién de un conjugado enzima—anticuerpo y el sustrato - especifico
para la enzima. lLa hidrdlisis de este sustrato dard una coloracién en

el fondo blanco del soporte solido de nitrocelulesa.
B.— DESARROLLO DE LA PRUEBA

El soporte utilizado en el ensayo de DOT-ELISA como
inmunoadsorbente es un filtro de nitrocelulosa, ( Milliport 0.22pm):
que son cortados en discos de 5 mm de diametro, marcados débilmente con
un lapicero en la superficie opaca de la membrana, para aplicaciéon de
trofozoitos de T. gondii al disco, ( a una concentracitn de
de 2.5 x 10 4 parasitos, -(1.44 pug de proteina)~ en solucisn
amortiguadora de fosfatos pH 7.5, a temperatura de 4 °C4¢  37°C y
tiempo variable de 1 a 24 horas).

Comfinmente las condiciones ¢ptimas como pH. tiempo y temperatura
ge determinan por el ensayo y error, y la concentracién del antigeno
haciendo titulaciones en forma de tablero de ajedcrez contra un suero

nagativo y uno positivo.



El antigeno se adsorbe sobre los microdiscos, secando a 37°C, por
30 minutos, en placas de microtitulacién de 96 pozos (estos microdiscos
ya sensibilizados pueden ser almacenados a -20 °C, antes de ser
usados) .

Mntes de realizar la prusba es necesario que los discos
sengibilizados deban estar a temperatura ambiente eri las placas de
microtitulacion.

Debido & ia alta gsensibilidad de la técnica, uno de los problemas
mds frecuentes en su empleo es la adsorcién inespecifica a la fase
sblida de alguncs o varios componentes del sistema, en los espacios que
no fuerdn ocupados por el antigeno, para evitar esto las placas se
recubren con una substancia bloqueadora, de Leche Sveltes al 5%, en
PBS pH 7.5 a razdn de 75pl, para cada pozo de la placa, con una
incubacion de 30 minutos a 37 °C, agitando suavemente las n_:icmplucas._.
para homogeneizar el sistema. Se aspira la solucidén bloqueadora, y gse
elimina el excedente, realizando tres lavados con solucién de PBS-TWEEN
20 a1l 0.05% a pH 7.5, con un minuto de agitacién, en los dos
primeros y en el tercer lavado deberd incubarse a temperatura ambiente,
con agitacitn por un minuto y nueve mimitos en reposoc.

Se aspira la soluci¢n bloqueadcra de los pozos con discos de
antigeno y se adiciona a cada pozo. 50pl de suero a diluciones
geriadas. en Leche Sveltes - PBS al 1 % pH 7.5, realizando agitacién
manual durante un minuto e incubar durante 15 minutos a 37°C.

Realizar o1 correspordiente lavado como se menciond arriba,
posteriormente se aspira la solucién lavatcria de PES~TWEEN 20 al 0.05%
pH 7.5, adicionar 50 p1 de conjugado anti-inmunoglcbulina-peroxidasa a



una  dilucidn de 1:100 en PBS-TWEEN al 1 % a pH 7.4, para acelerar la
reaccién Ag-Ac—anti-gamaglobulina-~peroxidasa se procede a incubar la(s)
microplaca(s), a 37°C por un lapso de 30 minutos.

Terminando el proceso de incubacién, se aspira el conjugado, y se
elimina el excedente, adicionando la solucién lavatoria de PBS~TWEEN 20
al 0.05 % pH 7.5, realizando tres lavados como se menciona al inicio
del proceso.

Posteriormente sSe prepara la solucién STOCK, en un frasco ambar
que sgerA preparada durante el desarrollo de la prueba, esta solucidn
contiene el cromégeno 4~Cloro—-1-Naftol, que se disuelve en metanol
anhidro (3my/ml), al que ge adiciona 5,000 pl de PRS pH 7.5y 2pl de
peréxido de hidrogeno. Esta soluci¢n es guardada en la obscuridad,

Una vez preparada la solucidn reveladera, se adiciopan 75 pl, a
cada pozo de la(s) placa(s) con agitacién suave par un mi.m.\to, Yy se

incuba a temperatura ambiente por 30 minutos en la obscuridad.

36



C. INTERFRETACION DE RESULTADOS

La reaccién se considera NEGATIVA, cuando en las primeras
diluciones, durante el proceso de revelado, el fondo blanco del soporte
de nitroceluloma, no sme observe una reaccién de color azul como
indicativo de la oxidacién del colorante 4-Cloro-1-Naftol a su forma
.cromogénica, por la accién de la enzima peroxidasa acoplada a una
anti-gamaglobulina.

1a reaccién es positiva cuando las diluciones del suero
causen ‘manchitas de color azul. Esta reaccién puede ser muy intensa,
aun a diluciones altas, en los suerce fuertemente positivos.

Por lo que se debe determinar la mdxima dilucién del suero
que pu;sente en el fondo blanco del soporte una mancha de color azul. ~

1a intensidad del color azul en el soporte de nitrocelulosa,
esta en relacidén directa con la concentracién de anticuerpos presgentes

en cada suero.
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VII-.MATERIAL

A. MATERIAL BIOLOGICO

Antigeno preparade a partir de exudado peritoneal de ratones
infectados con Toxopiaspa gondii

Suero humano problema { 289 muestras )

Suero humano control pesitivo ( titulo 1:2 y 1:512).

Suero humano control negativo { ~ )

Conjugado de Peroxidesa de Rebanc-anti Ig G de humano abtenido

de cabra.
B. REACTIVOS
Na, HPO, Mca. Productos Monterrey lote 5154
NaH, PO, . HD  Mca. Productos Monterrey lote 009212
Na C1 Mca, Baker Analysed lote 36509
TWEEN 20

leche Sveltes
Perdxido de hidrégeno q.c.p.
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C. MATERIAL

Portacbjetos de 2.5 X 7.5 e

Cubreobjetos de 22 X 22 mm

Pipsta Hamilton de 2541

Pipetas Pasteix-

Pipetas seroldgicas de 10-25 ul, 50-100 1, 100-1000 P‘l'
Pinzas

Discos de nitrocelulosa de 5 mm de diAmet.rg ¢ tamafio
del poro 1 0.22pm ) '
Microplacas marca Nunclén de Fondo Plano

Matraz aforado de 1000 ml

Jeringas desechables de 5 — 10 ml

Jeringas de Ineulina

Funtillas desechables

Matraz de Kitazato de 1000 ml

Tubos de 13 X 100 mm

Gradillas

Tuboe de centrifuga, de 15 ml



D. EQ U I PO

A)  Incubadora a 37 °C.
'B) Microscopio éptico narca Zeiss

D) Centrifuga clinica

E. SOLUCIONES

A)  Amortiguador de fosfatos de salino pH 7.5
B) Agua Bidestilada '
C) PRS-TWEEN 20 al 0.05 %

D) Lache Sveltes al 1% y 5 %

E) Solucitn de Stock

G) FES-FORMOL al 2 %

* Ver apéndice N, 4



VIII. " R'ES ULTADO S

De un estudio comparativo de dos técnicas inmunolégicas para
la determinacion de anticuerpcs contra T, gondii. en 283 sueros
provenientes, de universitarias Jjévenes, del mexo femenino, se
obtuvieron los siguientes dates:

Con la Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, se
determino un porcentaje de seropositividad del 10.29 %. en un total ge
68 muestras de la Facultad de Quimica, mientras que en la Un.iversidnd
Autdnoma de Chapingo, se encontro un 11.88 % de seropositividad de un
total de 101 muestras, y un 19.29 % de seropositividad en la FEscuela
Nacional de Estudjos Profesicnales de Cuautitlan Izcallli de un total
de 114 muestrss. Encontrandoss do esta manera un 14.49 % de
seropositividad global para esta técnica.

En relacién a la microtécnica Inmuncunién en mancha -(DOT-ELISA),
se obtuvo un 11.76 % de seropogitividad en la Facultad de Quimica, un
14.85 % en la Universidad Ruténoma de Chapingo, y un 21.92 % en la
Escuela Nacional de Bstudjos Profesionales de Cuautitlan Izcalli,
aduciendo una seropoeitividad, del 16.96 % , para esta técnica.

Se obtuvo un 83.39 % do seronegatividad con la microtecnica
inmunounjon en mancha DOT-ELISA, y un 85.51 % de seronegatividad con la
tecnica de vreferencia (I.F.I.). lo qus indica una diferencia de
geronsgatividad entre ambas técnicas del 2.12 %.

Por 1o que de las 242 muestras confirmadas como negativas por

medio de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, 235 resultaron
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negativas con la microtecnica DOT-ELISA. De las 41 muestras
seropositivas con IFI, 48 resultaron positivas con DOT-ELISA. Por 1o
tanto se determino que la especificidad de la prusba DOT-ELISA es 97 % :
ta sensibilidad del 117 % .



SEROPREVALENCIA OBTENIDA SB3UN PROCEDENCIA,
IA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

PROCEDENCIA NOMERO DE | NMERO DE | TOTAL DE | FORCENTAJE
NEGATIVO8 | FOSITIVOS | MUESTRAS | DE

TN,

FACULTAD 61 7 [ 10.29 %

QUINICA

UNIVERSIOAD

AUTONOMA DE 89 12 101 11.88%

GIAPINGO .

E. N. E. P.

CUAUTTTLAN 92 22 14 19.20 %

IZCALLI

TOTALES : 242 ar 25

FORCENTAIE

PROMEDIO es.six | 144876 %
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PORCHENTAUJE

PORCENTAJE DE SEROPREVALENCIA OBTENIDA SEGUN PROCEDENCIA

CON LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

UsNaAMa UNIVERSIDAD EaNaBaP3
FACULTAD AUTONONA DE CUAUTTTLAN
QUIMICA . CHAPINGO IZCALLI (UaNaAaM2)



SEROPREVALENCIA OBTENIDA SBUN PROCEDENCIA, UTILIZANDO
LA MICROTECNICA TNMUNOUNION EN MANCHA ( DOT-ELISA )

PROCEDENCIA NUMERC DE NUMERO LE TOTAL TE PORCENTAJE
NBGATIVOS POSITIVOS MUESTRAS DE PREVALENCIN

U.N.AM, -

FACULTAD 60 8 68 11,76 &

QUIMICA

UNIVERSIDAD

AUTONOMA [E 86 13 101 9.8 %

CHAPINGO

E. N. E, P. ~

CUAUTITLAN a9 25 114 21.92 %

IZCALLI .

TOTALES 235 48 283

PORCENTAJE

PROMEDIO 83.9% 16.9611 &




PORCENTAJE

I8

FORCENTAJE [E SERCPREVALENCIA OBTENIDA SEGUN PROCEDENCIA

CON LA MICROTECTINA INMUNO-UNION EN NANCHA (DOT-ELISA)

UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE
CHAPINGO

EJN:EaPa
CUAUTITLAN
IZCALLI {UaNzA2M2)



FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON ANTICUERPOS CONTRA Taxoplasma gondii

SEGUN EDAD, EN UNA POBLACION APARENTEMENTE SANA

EDAD SEROPOSITIVOS SERONEGATIVOS TOTAL

7 -21 14 109 123
22 -26 18 97 115
27 - 231 9 36 45

» TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

PORCENTAJE DE
SEROPOSITIVIDAD

11.38 %
15.65 %
£ 20.00 %

FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON ANTICUERPOS CONTRA Toxoplaspa gordii

SBSUN EDAD, EN UNA POBLACION SANA.

EDAD  SEROPOSITIVOS SERONEGATIVOS TOTAL

17 - 21 18 105 123
22 -26 20 95 - 115
27 - 31 9 36 43

** TECNICA INMUNOUNION EN MANCHA (DOT-ELISA)

47

FORCENTAJE DE
SEROPOSITIVIDAD
14.63 %
17.39 %
20.00 %
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PORCENTAJE DE SEROPOSITIVIDAD SEGUN EDAD; EN UNA POBLACION
APARENTEMENTE SANA CON LA TECNICA DE YNMUNOFLUORESCENCIA —

INDIRECTA:

17-21 22-26

27-31
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PORCENTAJE DE SERGPOSITIVIDAD, SEGUN EDAD, EN UNA POBLACION
APARENTEMENTE SANA CON LA MICROTECNICA DOY-ELISA 3

]

22-26
E D AD
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POBLACION APARENTEMENTE SANA
DETECCION DE ANTICUERPOS CLASE Ig G
PARA Toxoplamaa gondii OON ( I.F.I)

RECIPROCO DEL NUMERO DE PORCENTAJE
| RiEELe | SRR | il
1:2 2/41 4.87 %
1:4 2/41 4.87 %
1.8 3741 7.32 %
1:16 8/41 19.41 %
1:32 6/41 14.63 %
1:64 4/41 9.76 %
1:128 4/41 9.76 %
1:2%6 3/41 7.3 %
1:512 2/41 4.687 %
1:1024 2/41 4.87 %
1:2048 1/41 2.44 %
1:4096 1/41 2.4 %
1:8192 1/41 2.4 %
‘1:16284 /41 2.4 %
1:32768 /41 2.4 %

S0
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PORCIENTO DE SEROPOSITIVIDAD CONTRA Toxoplasma gondii MEDIANTE LA ‘TECNICA DE

INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA

NI§63 BLOWR w16 k32 ey Bl 1956 1512 1:102% 1:2048 14036 1:8i32 16284 1232148

283 WUESTRAS PROCESADAS -

WUESTRAS NEGATIVAS a



PARA Toxoplasma gondii CON (DOT-ELISA)

RECIPROCD DEL, NOWERO DE | PORCENTAOE |

TITULO POSITIVOS ]

CODIFICADO 1g G/TOTAL POSITIVIDAD
1:2 3/48 6.25 %
1:4 /48 6.25 %
1:8 /48 8.33 %
1:16 10/48 20.83 %
1:32 6/48 12/50 %
1:64 8/48 10.42 %
1:128 4/48 8.33 %
1:256 3/48 6.25 %
1:512 2/48 417 %
1:1024 2/48 417 %
1:2048 2/48 417 %
1:4096 . 1/48 2.08 %
1:6192 1/48 2.08 &
1:16284 1/48 2.08 %
1:32768 0748 0.00 %
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PORCIENTO DE SEROPOSITIVIDAD CONTRA Toxoplasma glondii MEDIANTE LA "MICROTECNICA

INNUNOUNION

EN

MANCHA

{DOT-ELISA)

283 NUESTRAS PROCESADAS

CONEG:. B2 vH 1B Wie 132 L4 IR 1256 LSt 1i0lA 1AM :40R6 1IBIAL 1rie28q 18LS

MUESTRAS NEGATIVAS



IX- DI SCUSTION

De las investigaciones de sercprevalencia, realizadas por Velasco
vy cols., en 1989 - 1990, en la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica, se
destacd una variacién en cada una de las Entidades Federativas,
observandese uma mayor prevalencia en las regiones costeras de los
litorales al Sur del Tydpico de Cancer.

lLa prevalencia encontrada por los autores en el Distrito Federal
fué del 31.0 % de 2664 suerovs. y en el Estado de México fué del 32.1 %
de 264 suerog, utilizando la Técnica de Inmunoflucrescencia Indirecta.

Comparando nuestros resultados con el estudio mencionado, se
encantrd una prevalencia promedio del 15.72 % : para ambas técnicas;
(IFI Y DOT - ELISA). observandose una variacion casi del 50 %, con
relacion al trabajo anterior. Es posible que esta diferencia cobservada
en nuestro porcentaje de seroprevalencias, se deba a c';ue nuestras
muestras provenian de individuos universitarios jovenes, ya que la
incidencia de esta parasitosis, tiende a aumentar con la edad, como lo
han demostrado diversos autores. (8,40,71,77), adjudicando ademis el
hecho de que el numero de muestras procesadas, en este trabajo fue muy
reducida.

Sin embargo, este hecho; no descarta la existencia real de
esta infeccién, dada la caracteristica cosmopolita de dicha
parasitosis, lo cual hace necesaric realizar un estudio de continuidad,
e introducir técnicas o variantes a estas. que determinen infecciones
en forma precoz.

En cuanto a la distribucién del numero de personas positivas por
grupo de odad, se cheerva una prevalencia mayor entre leos 27 — 31 afios
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de edad, en ambas técnicas, y los titulos que se detectar¢n con mayor
frecuencia fueron de 1:16 y 1:128, para ambas técnicas.

En nuestro estudio consideramos importante trabajar con titulos
de corte de 1 : 2, dado a que en muchas infecciones toxoplasmosicas
dan titulos sumamente bajos y no son detectades, cuando se trabaja con
titules de corte de 1:16. Se pensaria que al trabajar con titules de
corte de 1:2 , traeria como consecuencia resultados falsos positivoe,
por fendmeno de cruce inmunclégico; pero estudics de Frenkel, afirman
que solamente Toxoplasma gondii, puede cruzar con Hammondia
hammorndj pardsitos de felinos y roedores: que no infecta al homire.

Se hace notar que existe una discrepancia cualitativa, por mayor
sensibilidad entre la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta y la
Microtécnica DOT-ELISA, a favor de esta ultima,como se muestra en _lce
sueros con tituloe bajos ( 1:2 y 1:16 ), en ambas reacciones, '

Al realizar un anAlisis estadistico, en relacién a los
porcentajes, de seropesitividad dados por las dos técnicas, se obeerva
que no hay diferencia significativa, a un intervalo de confianza del
95 %, par lo que, en relacién a los titulos cbservados en anbas
técnicas se determino un coeficiente ds correlacion de r = 0.8694, F =
1.5775.

Lo que de acuerdo a lo reportado por Michael Pappas, hace
referencia, de un coeficiente de corretacién de 0.895 : entre la
técnica de Inmunoflucrescencia Indirecta ( referencia ) con la
microtécnica DOT-ELISA, aduciendc que existe equivalencia en
sensibilidad y especificidad entre estaas dos técnicas, por lo que
corresponde a nuestra técnica realizada, podemos decir que se aproxima,
2 los resultados ya establecidoe por Pappas y cols.; (1988).
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CONCLUSIONES

Habiendoncs percatado que la prevalencia de Anticuerpos contra
Toxoplasma gondii es considerable en nuestra poblacién y que ademds un
porcentaje importante de nuestra poblacién  juvenil, en edad
econdmicamente activa, se encuentra infectada, resulta necesario tomar
medidas de control sanitario que nos puedan llevar, ha conocer mejor el
desarrollo natural de este padecimiento. Ya que cuando esta parasitdésis
se presenta con formas sintomAticas resulta compleja y dificilmente
llega a diagnésticarse oportunamente, produciendo posibiemente en este
porcentaje de afectados, secuelas graves. Para lograr esto los
estudiosos en la materia, deberdn enfocarse a diversocs aspectos
involucradés en esta enfermedad, desde el d4mbito sociocultural,
biologia del parasito, estudio de reservorios asi como el aspecto
clinico como otros: de esta manera podemos prevenir y  tratar
oportunamente esta paragitesis.

En nuestro campo, clinico-médico: se hace supener que la
existencia de nuevas técnicas, cuyas carActeristicas ofrezcan ventajas,
que suplanten o sean equivalentes a las ya establecidas, ayuden a
realizar una mejor vigilancia epidemiolégica de esta parasitosis, y ser
una herramienta mas en el serodiagndstico precoz, particularmente en
las regiones rurales y poblaciones pequefias, donde el equipo mea el
minimo, para ser transportado.

En esta ocasidn se ha demostrado que la Técnica DOT-ELISA. mostro
gran sensibilidad y especificidad, ademds de ser una prueba sencilla,
que no requiere de material o equipo complejo., para su realizacién:



cualidades que la hacen superior a la prueba de referencia -
Inmunoflucrescencia Indirecta; (prusba utilizada en este estudio) -
por lo que la Técnica DOT-ELISA, puede utilizarse como prueba

alternativa en el diagndstico de la Toxoplasmoeis.
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Xtm A P E N D I C E S

A. APENDICE No. 1
PREPARACION DE REACTIVOS

1. Amortiguador de Fosfatos Salino (FBS)
1.1 Solucion Madre

a) Fosfato Disddico Monchidrogenado (Na, HPOy)

. Na PO, e 14.196 g
Agua Destilada . . . .. .c.b.p. 1000 ml

b) Fosfato de Sodio Dihidrogenado  (NaH PO )
NaHPO, . HO . ........ 13.79%g¢g
Agua Destilada . . . . . .c.b.p. 1000 ml

0.1 M.

0.1 M.

¢) Solucién de Cloruro de Sodio {NaCi al 0.15 M)

Clorwode Sodic . . . . . ... 8.766 g

Agua Destilada . ... .c.b.p. 1000 ml

1.2 Amortiguador de Foefatos Salino (PBES) pH 7.2

Na, HPO, ( Solucién Madre “a") .. 71.5 ml
NaH,PQ, { Solucién Madre "b")... 28.5 ml
NaCl « . e v .« . . 900.0 ml

Mezclar completamente y ajustar a pH 7.2 - 7.6 con NaCH

0.1 Mo HC! 0.1 M =i es necesario.
1.3 Diluysnte del Conjugado

A 19 ml de Solucién Amortiguadora de Fosfates,

agregar 1 ml de TWEEN 80.
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1.4 Solucién de Evans 1: 1000 (Colorante de Contraste)
Solucién de Evans al 0.5 S en FBS, pH 7.2 ...... 200.00 m!
Agua Destilada . . . . . .. ... ... c.b.p. 1000.00 ml

1.5 Liquido de Montaje pH 8.5 (glicerina amortiguada).

a) Apartiguador de Foafatos Salino (FBS) pH 8.5
NaLHPOq (Solucién Madre a) . . . . . .. . . 94.5 nml
NaH,PO, (Solucidn Madre B) . . . . . . . . . 5.5 ml
NaCl 0.85% . . . . . ¢« v ¢ o v a s+ . . $00.00m
Mezclar completamente y ajustar a pH 8.5 con NaOH 0.1 N ¢
HC1 0.1 M ai ea necesario.
b) Glicerina Tamponada
Amortiguador de Fosfatos pH 8.5 . . . . . 1.0 volumen

Glicorinma . . . v . v . v 9.0 volumenes

59



A.1 PREPARACION B IAMINILIAS DE ANTIGENO

PREPARACION DEL ANTIGENO

Se utilizd una cepa RH de Toxoplasma gondii donada por

el Instituto Nacional de Diagndstico vy Referencia
Epidemioldgica, S.S.A. que mantiene su viabilidad por pase
intraperitoneal en ratones NIH.
Obteniendo el exudado peritoneal de los ratones infectados con
72 horas de anticipacién. Al exudado peritoneal (0.5 - 1.0 ml )
ge le afiaden 10.0 ml de solucion salina formilada-PRS pH 7.2 al
2 %, mezclar perfectamente y mantener en reposo por 45 minutos
a temperatura ambiente.

Centrifugar el solwvenadante a 2000 r.p.m. con el
objeto de sedimentar los toxoplasmas obtenidos del exudado.

Desechar el sobrenadante, resuspender los organismos en
PES pH 7.2 y sedimentar nuevamente: repetir el lavado tres
veces, resusperder el sedimento de organismos en suficiente PBS
pH 7.2 para ajustar a 300 - 400 organismos por campo con
objetivo seco fuerte colocados en la placa.

Utilizando una micropipeta de 9 pl. se resuspende esta
dosificacién de antigenc en los doce campos del portaobjetos
2.5 x 7.5 cm, y secar completamente a temperatura ambiente.

Almacenar en caja para portacbjetos a — 20°C hasta su uso.



APENDICE No. 3
A.1 PREPARACION DEL QONJUGADO

El conjugado se obtuvo de una fusnte m.rcial. utilizandose
de acuerdo a las indicaciones del proveedor, este ge debe
preparar en el momento de usar a la dilucién éptima de trabajo
con Azul de Evans pH 7.2. ’

A.2 Dilucién Optima del Conjugado

Titulacion del Conjugado
El conjugado de Ig G marcado con Isotiociocianato de

Flucresceina se debera titular cada que se cambie la lampara
del microscopio de epifluoreacencia o cuando se emplee un nuevo
vial de conjugado para conocer la dilucién Optima de trabajo.

Realizar diluciones seriadas al doble, de los suerce
control positivo { + ) hasta dos diluciones por arriba de la de
referencia.
Preferentemente se emplea un suerc positivo con titulo alto.
dilucidn 1:512 y un suero positivo con titulo bajo 1:64.

Del suero control negativo (=) se realiza una unica
dilucién 1:16.

Se sigue el mismo procedimiento que ya se ha mencionado
( pag. 27 ). colocando las diluciones de los sueros control

como se esquematiza a continuacidn,
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El conjugado Ig G-Isotioclanato de Flucresceina es
preparado con FBS pH 7.2 y Azul de Evans {como colorante de
constraste) a diferentes diluciones ( 1:10. 1:100, 1:500.
1:2000, etc.).

Se ezplea una laminilla por cada dilucion de} conjugado

Que se va a ensayar.

La dilucien optima sera aquella en la que se cbeerve

una reaccion positiva exactamente en el titulo conocido de lom

sueros control negativo (pag.30).

T 128 256 SI% 1024 2048 PRS
o © @& o o o

©C O ® o o o
LC I L

TCmtrol positivo a titulo alto
| Control positivo a titulo bajo
C (~) Control negativo
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APENDICE N.— 4

A.1  PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA MICROTECNICA ( DOT-ELISA )

1. Amortiguadcr de Fosfatos Salino (PBS).
Prepararse en la forma indicada, en el APENDICE 1I.
g6lo se deberd ajustar la(s) solucion(es), a pH de
7.2 y 7.6, con NaOH 0.1 N6 HCl 0.1 N =i es

necesario.

A.2 Solucién de PBS-TWEEN 20 al 0.05 %

Solucionde PBS-20 . . . . . . . . . . ..o B0
Solucion amortiguadora de Fosfatos (pH 7.6). 100 ml
(Realizar un aformo con un matraz de 100 ml, para

obtensr una solucién de FPBS-IWEEN 20 al 0.05 %)

A.3 Lleche Sveltesal 5% y 3% .

Leche Sveltes al 5% ., . . . .. ... .. 5 gr

Agua Bidestilada e e e e e . .100 ml
{Realizar un aforo con un matraz de 100 ml para
obtener una suspencion bloqueadcra de Lache Sveltes

al 5%,

Leche Sveltes al 1 % -Solucidn Diluyente de (los) suero(s)-—
De la suspencién anterior, se toman 20 ml y se afora

a 100, con PBS pH 7.6 .



A.4

A.S

SOLUCION DE STOCK
4—Cloro-i-Naftol . . . . . . . . . .

Metanol . . . . . . . ..
Soluciénde PBS pH 7.6 . . . . . . . .

Peroxido de Hidrogeno . . . . . q.c.p.

Solucién de PES-FORMOL al 2 % .

Formol comercial . . . . . . . .. B

Soluciode PBS pH7.2 . . . . . . . .



APENDICE N.-5
A.l PREPARACION DEL ANTIGENO.

Para la obtencién de una buena cantidad de antigenc de Toxoplasma
gopdii, es necesario infectar a un lote de 26 ratones NIH, con un peso
aproximado de 25 a 30 gramos, los cuales serdn sacrificados en un
periodo de tres dias.

El exudado peritoneal obtenido de dichos ratones. se vierte enun
tubo de vidrio eaterilizado y de peso conocido, al que se le afiade
10.0 ml de solucién salina formilada al 2 % pH 7.2, para fijar al
antigeno de T. gondii:; dicha suspencién se homogeniza, y se mantiene en
reposo por 60 minutos a temperatura ambiente. Con el objeto de tener un
sobrenadante rico en toxoplasmas, se resuspende la  suspencidn,
utilizando jeringas dal Num. 22 y del Num. 27, tres veces con la misma
solucion formilada de foefates, y se deja reposar durante 24 horas,
para lisar las células contenedoras de Toxoplasma gondil., se toma con
mucho cuidado el solrenadante y se coloca en un tubo estéril, para
centrifugarlo a 2,000 r.p.m.: durante media hora, con el objeto de
sedimentar los toxoplasmas obtenides del exudado.

Una vez eliminado el schrenadante, el sedimento es diluido 1 :10,
con una solucién Buffer de Fosfatos (FBS pH 7.2), para resuspender, el
sedimento obtenido. Dicha operacién debera realizarse tres veces
conmecutivas, con el objeto de eliminar los leucocitos y las ceélulas
endoteliales propias del ratén,

En cuanto a la concentracion, ¢ptima del antigeno: para
senaibilizar microdiscos de nitrocelulosa, debera contener una

4
cantidad de 2.5 x 10 parasitos (1.44 ug de proteina).
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Para realizar un conteo optimo de células viables. se adiciona una .
gota de azul de metileno, a la susmpencion celular, al momento de
realizar el conteno de células en la cdmara de Neubauer, utilizando la

siguiente formula:

No: de células Factor.de Fadtor+dé:.codvers
—w————— X diliicién (10) X 8ién de la cémara
No. de Guadran {10,000)

tes

DILUCION

No.: de células deseadas por ml

Una vez ajustada la concentracién del antigeno se
sensibilizan los microdiscos, con la ayuda de una pipeta Hamilton,
adicionardo 1 ul, de la concentracién optima del antigeno. en cada
micredisco, que deberan secarse en la estuga a 56 C, y posteriormente
guardarse a 4 C, para uso posterior, congservando las propiedades

antigenicas de Toxoplasma gondii.

A.2 PREPARACION DEL CONJUGADO,

El conjugado se obtuvo del Centro Nacional de Parasitologia
Animal, utilizando la Solucién Buffer de Fosfates (PBS) pH 7.6, como

diluyents, y las indicaciones del proveedor., se prepara el conjugado.



A.3 DILUCION CPTIMA DEL CONJUGADO

El conjugado con peroxidasa ge debera titular, cada que se emplee
un nuevo vial, para conocer la dilucidén optima del conjugado se
realizan diluciones seriadas al doble, de log sueros control pogitivo
(+) hesta dos diluciones arriba de la de referencia.

Preferentemente se emplea un suerc positivo con titulo alto, dilucién
1:512 .y un suero positivo bajo 1:64,

Del suero control negativo (~) se realiza una unica dilucidn
1:16. Se sigue el mismo procedimiento ya mencionado en la microtécnica de
DOT-ELISA.
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ANALISIS ESTADISTICO

HIPOTESIS

(E1 porcentaje de sercpositividad entre las dos

H® : IFI = DOT-BLISA i g i can son iguales )

DOT-KLISA(BI porcentaje de seropositividad entre las dos

Hy: IFI = técnicas son diferentes)

DATOS

PIFI = 41/283 = 0:1449

pDOI’—BLISA= 47/283 = 011661

ESTADIGRAFQ DE CONSTRASTE

2 = (Poor-masa — Pmr ) — D,

- - +
P a (1 n 1/ n,

)

Z = (021660 ‘- 0.1448) - [] = 0a2726491

(0a1569) (0:8438) (1/41 + 1/47)

zcal

4 = 1a96

= 032726491
SE ACRPTA H*

NO_HAY DIFERENCIA SIGNIGICATIVA EN El, PORCENTAJE DE

SEROPOSITIVIDAD, EN CUANTO A LAS DOS TECNICAS A
UN NIVEL DE COMFIANZA DEL 95 % .
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OETXCCION DX Ig G CONTA gondll POR LA
TRCHICA DR DNAMCOFLUORESCINCIA IXDIHACTA KM UNA POBLACION
5 AN
e T m— 2
DKL TITVLO | DEL TIMAO | WARSTRAL IR X u-x txt-x)
contricano | coorricano | postryvinn
12 0.3010 2 05020 - 12775 16300
1: 4 0s0021 2 12042 = 016753 04560
18 0,901 3 2,700 08298 016886
218 152001 8 25328 7s753 60:1137
1:5081 e 950306 7511 51,1362
1:0082 4 752248 513453 2015722
2:1072 4 8:a288 635093 2:093
2,008 E 7:2245 $:3a81 285701
2,7083 2 5:4186 32,5391 12,5252
30103 2 610208 a4 17,1487
3:au3 1 Jame 12438 2,0501
36120 1 3:5124 17329 30028
39184 1 3:0134 2:0339 411967
1: 36284 | as2ua 1 4218 23329 5,439
2: 32768 | assisa Y 45154 2:6359 619480
toras a1 7720608 2653153

Meoioas DS TENDINGA CENTRAL

Mepin :)‘(JE“‘-_; ]%lﬂiﬂm;s )

Vanseinn 53 ;uﬁz\i,%:_lszﬂ

R

Deswreos o /ELT)L_ 25754
n-t

Estanoaa

Ttokcrén qmna (1.8735) (0 3000} =
Media zanly oy (0.5657)2 3.4790
Guomereica

[
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Eg
(NS ey
S
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o)
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—t
]
==
[ —]

Vaionge
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DETECCION DR ANTICUDFOS 1g G OONTMA Tomoplame goodit POR LA
mm-m (DOT - KLLISA) KN UNA

PORACION BANAZ

oL

LogARTeND | Ptcumecta _ -2
DR TR0 | mESTRAL [% n x-% txt-%) .
cnrricio_ | rsrrvia Meims pe TEAENON CEATRAL
2 ©0::010 3 oo | - o es7001 .
B Mepi 32X o BIIH u7qy
4 028021 3 18088 020642 050041 n 47
s__ | omom Pl Swa12e 158708 314980
—2
1 2a206 10 12:000 1057087 1080652 Vantancin: s‘,i(!é:ﬂ.:u!‘l‘l‘m.:;.m
]
2 135061 [] 90008 72806 5321222 -
) 1om002 s 0310 752909 5331250 Deswiscon
il . -t &
1 211072 4 834208 516867 «,7120 Exraiong -9 =}‘-‘-‘,‘,!§,—X‘L= 244}
28 2,002 F) 722208 Ssams 20,0518
m2 | 2um 2 ssat08 36765 Jo Ttalaciéu ahlon L17480) (0:3010) 2
Menia ¢ = adliloq (03244) 23480
1os | smnos 2 0208 aszres 18,3058 [IE
20 | sisus 2 96228 Aam005 23:a198
1 2008 | 30124 1 8124 105708 304080 .
ueee | smse 1 smsu 21713 anes
3 160m4 | aseus 1 4218 250697 650004 .
1: s278 0 00000 | - 174n 3209 :

Y] 818771 64,2779




INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA RAZON DE LAS VARIANCIAS DB DOS
POBLACIONES CON DISTRIBUCION NORMAL3

Informacidn + :

TECNICA DE IFI TECNICA DOT-ELISA
ny = a1 n, = 47

2 . 2

Sl = 6463 52 = 719

Grados de Libertad del numerador = 40

Grados de Libertad del denominador= 46

Intervalo de confianza oA = 305, para la razon de las varian-
cias de las dos poblaciones con distribucién normaly

F 005 = 46/40 = 035319 F 75 = 10/46 = 1288
2 2 2 2 ;.2
5/ 8 LY 8 /8 :
Fao75 a2 025
(%
2
0:8392 = _G0 = 08302
“-2.
1288 > 015319
024464 = T = 15777
~
2

A este intervalo se le dan las interpretaciones probabilisticas
y précticas apropiadasy

n



Apéndice

632
‘Tabla J (Continuacién).
oo pod Grados de libertad de! numerador o
rl::r:hi;c'i:olx 0 12 15 20 24 30 a0 120
’ 1001 1006 1010 014 1013
2 "B Tl has wes e 3946 I:z.;z 4 2 30
H Y X 140 X X X X
: B NE e s “ u 45 841 036 AN 826
4 X Y
602
3 623 623 613 612 607
i Se o osm oS oo o 4% ] e
X W X X X
3 oo 0 95 38 M IM 3B 167
H % om Fr v EXTE VTR X I ¥
9 X ! X
.62 352 341 337 A3 26 gg i_ ;: ;‘o:
1 2 v B (R v ]
I :J?l .28 pAL] 107 2 2.9 £ i EvHe
i 35 315 aes 2w Im I an m Ik e
i OS5 im o 3im o mm o im 3
‘ A A
e s % M 26 2w 1n 14 20
H 3% % im Ia I a7 aw RS
26 2. 3
" bxel i by 2.50 244 238 w 226 2.1
" moMmoEOm oW oW on om 20 213
19 2 .
277 268 257 kX 4 238 229 ;.II: :_:f ;_3
3 xS H % byt 214 208 200
3 i;;l‘ 260 250 239 u; g ﬁ: B Er
b iz %;1 }:Z ;jg ;:127 221 215 208 2.0l 194
"
4 218 212 205 158 191
% r T m o s
3 bt i 2.2 .19 213 107 2.00 19 l."
A i A2 2 205 19 e o )
Fr iy I s 2oy 203 1% 19 18
29 25 -
9
2 )4 207 201 194 3.87 1
a ey S R v - N 18 150 m 184
@ oo oIk N oihoam TS Y
- Ex, ;’})} 1.94 .82 .76 .69 . ’1.6! lli: l'..;; 1%
A I R e
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Apéndice
Tabla 3 (Continuacion),
Fos
Grados de
libertad del Grados 62 libertad ded numerador
denominador 1 2 3 ) B 6 7 s
1 1614 1995 2357 246 2302 2340 2364 8.9
2 1850 1900 1936 1925 1330 193) 1935 1937
) 10.3 9.55 928 .12 9.0 194 889 188
4 W69 639 6w 615 sis £09 604
3 661 59 341 309 508 493 4n 452
§ 59  s4 A% 453 439 428 421 415
7 459 a4 438 412 397 1.3 o B % ;]
3 Fre S R B TR v 350 J44
9 312 426 35 30 e 33 3 p=0)
o 2540 s cay ;g 3.07
' 434 39 335 ) 320 3 o1 g9
2 473 i 149 32 an 100 . 291 2135
13 467 3.8 34 18 3.0 292 8 m
4 460 1M 334 n 29 215 2% 2
5] 434 363 19 306 - 290 bN: 27 264
16 928 3 T 3a g 259
1 4539 32 39 3y 3n 261 233
18 441 3.55 s 293 m 266 258 218
i9 %32 3 2% Tn e 24 za
20 PR - S L T BT TPV 245
21 3 3 1M 3k 7ay 249 2a2
22 430 344 .05 212 266 255 246 240
23 428 343 .03 230 264 253 244 237
24 426 34 3 21 262 23 242 236
2 S 339 299 23 20 g4 260 234
26 423 331 um 2714 2359 247 239 3y
27 428 338 29 213 287 246 7 2
% 420 1 2 256 265 . 236 339
b4 413 13 an 27 288 20 23 a2
10 Al IR 2, 269 .25 233 2y
40 408 33y 280 288 225
60 400 318 276 253 237 214
120 i 0 2 2245 .29 209
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RAZON DE LAS VARIANCIAS DE DOS POBLACIONESZ

Datos :

Varlanclos muestrales fueron : S:= 6463 ; S;= 739

Suposicién :

Si de dos m&todos de diegn&stico a la Toxoplasmoris, pueden dar
los mismos resultados en promedio, es posible gque los resulta-
dos obtenidos por medio de uno de los métodos sean mAs variables
que los resultados del otroa

Hipdtesis : -

2
o : s @

s 2 2
HA LI a,
Estadistica de Prueba :
2 .2
RaVa =87 / 53

Distribucién de la Estadistica de Pruebasz
Cuando la hip&tesis nula es verdadera, la estadistica de prueba —
esta- distribuida como F con n-1 y n-2 grados de libertada ;

Regla de Decigién :

Sea o{ =054 El valor critico de F, encontrado es de 2339

{(ver tabla J Percentiles de la distribucién F)

Estadistica de Prueba Calculada :

Ra V4 = 6363/ 719 = 0a8392

Decisién Estadisticaa No puede rechazarse Ho, ya que 018392 < 2521,
es decir, la razén calculada, cae en la regién de aceptaciéna
Conclusién '

No puade concluirse que las dos variancias no sean igualess Dado que,
Ra V3 Calculada es de 028392, es menor que 1,396, el valor p, para es—
ta prueba es mayor que 0al0j
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fn_xrgno T uxrgno II 2 2 o
06020 0.9030 .| o.3624] o0:8154] 0.5436
1.2042 18063 1.4501| 3.2627| 21751
2.7093 3.6124 7:3403| 13.0494| 9.7871
9.6328 12.0410 92.7908|144.9857 |115.9885
9.0306 9.0306 81,5517 B1.5617| 81.6517
7.2248 9.0310 - | 52.1977] 81.5590| 65.2472
8.4288 8.4288 71:0447| 71.0447 | 71.0447
7.2246 72246 52.1948] 52,1948 | 52.1948
5.4186 5.4186 29:3612} 29.3612 | 29.3612
0206 6.0206 3642476 | 36.2476 | 36.2476
3.3116 6:6226 10.9667 | 43.8588 | 21,9314
3.6124 3.6124 13.0494 | 13,0494 |13.0494
3.9134 39134 13.3147 | 13.3147 {15.3147
4.2118 4.:2118 17,7393 | 177393 |17.7393
4.5154 00000 20.3888| 0:0000 | 0.0000

TOTAL: 77:0606 81.8771 502.0002 602.:0344 532.1764

e = NEX¥X) - (GXi) (Ev))
Inz g Ex¥ [nEd ~(5p?

r = _0:8694
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