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I.- I N T Ro o u e e I o N 

La toxoplosmos!s es ura prot0200sis causado por I=!l1- ~. 

parAsito intracelular obliga.do. capaz de infectar a diversas especies 

anillldles. permanecierdo en ellos por largo tiempo. 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 transmision. CFrenkel. J. K.: llubey. J.P. y Miller .• 1970). 

La infecci6fi hlllDdna es muy comün, como lo indica la elevada prevalencia 

de o.nticuerpos especificos detectados en encuestas seroepidemiolOgicaa 

en el munio. pero solo algunos individues desarrollan· enfermedad 

sintOJMtica al infectarse con una cepa virulenta y/o con una dosis 

suficiente de par6sitos. por lo que es raro encontrar la enfermeda.d. 

IA acción patógena del ~ ~ se debe a sus exigencias 

metalX:ilicas y a la acciOn mecAnica de dietens:i6n (Thalhammer. O .• 

1967). aunado a su pantropiEtnO, este protozoario, puede localizarse 

de:spués de haber alcanzado la circulación. en CU4lquier tejido del 

huésped. causando ddf\os u-reversibles. ( Mohr W .• 1962 l . 

El principal problema médico de esta protozoceis. es el ri~sgo 

perinata 1, se estima que existen de 20 a 40 % de posibilidades de 

transmision al producto. ya que un 3 % de los eatmrazos pueden terminar 

en a.OOrto. un 3. 5 % en muerte neonatal. 1!5 % en toxoplasmoeia 

grave. 20 % en toxoplasmosis discreta y el resto habitualmente 

evoluciona en tonna asintaMtica 



Desmonta y Couvreur. citados por Thalhammer estudiando la 

evolución ulterior de toxoplasmosis prenatales diagnosticadas en la . 

lactancia y el emborazo cccprobarcn en 14 cesoe que tocos 

coriorretinianos no existentes en el IIlCJlbento de la enfermedad agucia, 

aparecieron entre 19 y 24 anos después del nacimiento. F.n 10 casos eran 

focos nuevos en ojos que ya tenian otros cicatrizales, en 4 casos no se 

habla comprobado ni1"9UM lesiOn previa. 

Hogon C 19591 citodc por Francoie. estudio 36 casos de 

toxoplasmosis prel'ldtol. De ellos 8 tenían coriorretinitie c0!'9énita, 

en 9 a.parecieron focos entre los 6 y 12 meses. y en 19 enfermos estoe 

se evidenciaron en el seguOO.o ano de vida. 

Tenemos actualmente numeroB'as pruebas de la patogenicidad de 

Toxoplasma m200il para el hombre, asi como de su dietrib.J.ciOn 

lllliversal. 

La prevalencia de anticuerpos a esta parasitoeis en adultos es 

aproxilllOdamente de un 30 % (FeldlllOn y Miler. 1956); las lllOnitestaciones 

cUnicas en el periodo latente estan corrlicionadas por las lesione!!I que 

provoco LgQn;Ui en loe periodos agudo y eubo¡¡udo, y por la 

reaccion cicatriza! de loe tejidos. Una vez alcanzado este periodo 

evolutivo de la enfermedad, poco ae puede eeperar de un tratamiento 

antitoxoplasmotico especifico. puesto que loe toxoplasmas recluidos en 

loe quistes. no son afectados por loe anticuerpos ni por loe 

medicamentos actualmente en uao. C KautlllOn y cols .• 1976 l. 

El diagnOstico de toxoplasmoeis es dificultado por lo polimorfo y 

poco caracteristico de su cuadro clinico. por lo que se ha requerido la 

ayudo del laboratorio utilizanio tecnicaa eero!Ogicae como la de Sabin­

-Feldman " Dye-Test " CSatin y FeldlllOn. 1948); y la l!emaglutil'ldciOn 



Indirecta CIHA: Prueba de Jacol:e y !.urde l957l. La Prueba de 

Inmi.mofluorescencia Indirecta. propuesta inicialmente por Coons y 

Kaplan en 1950. fué probada para el diagnóstico de toxoplasmosis pcr 

Goldman en 1957; sin embargo este autor no estable-ció la sensibilidad y 

especificidad de la técnica. hahrlan de posar 9 dllos para que en 1965 

fuera instituida por Fletcher y Walton como una prueba óptima para el 

diagnostico de esta enfermedad. 

En la actualidad existen pruebas inmunomenzimaticas como tal es 

caso del Ana.lisis Irununoadsorvente Ligado a Enzimas. de la. que en 1971 

Perlman usando una combinación de anttgenos o anticuerpos inmóviles 

sobre una fase sólida con un antígeno o anticuerpo conjugado a una 

enzima, obtuvo como resultado un analisis con alta sensibilidad y 

especificidad. 

L! prueba de El.ISA se ha aplicado con éxito en el · di6gnostico 

si:orolOgico de enfermedades parasitarias tales como equinococosis, 

leishmaniasis. fe.sciolasis, en enfermedad de O'lagas, Toxoplasmosis. etc. 

Este procedimiento es simple en su realización, económico y f.!cilmente 

adaptable para uso rutinario. 

En la mayoria de los estudios inmunoenzi!Mticos. se uti 1 izan 

antigenos parasitarios crudos y solubles, adsorbidos en las paredes de 

ldS placas de microtitulaciOn. 

cuya concentración verdadera de antigeno presente en cada pozo no 

.ee conoce y ciertos antigenos pueden unirse d6bi !mente. o bien no unirse 

a la superficie del pozo: Hawkes y cols., Cl982l desci-ibier6n uno 

modificación denominada inmunouni6n en mancha, en la CU61 pequet!os 

anticuerpos monoclonales fueron aplicados directamente sobre 
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nitrocelulosa. Posteriormente la muestra. ensayada Cque presumiblemente 

contiene el antigeno> se incum con la tase sólida. que luego e:e la.va. · 

para a!!adir un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa que 

reacciona con un sitio antigénico diferente. Cen esta etapa puede 

utilizar anticuerpo no marca.do. seguido de un conjugado de glob.llina. 

antiespecie marcada con enzima ) y luego se lava. Se at'iade el BU!l'trato 

enzimatico. La degradación es proporcional a la cantidad de antigeno en 

la muestra. a.na.liza.da, 

Fste procedimiento poeee ventajas sobre las pruebas como de Et.ISA 

estarxtar. debido a que es económica, utiliza CMtidades reducidas de 

reactivos, no requiere de aparatos para su lectw-a, es directa, loe 

antigenos permanecen estables durante largos periodos y por su 

taci Ud.ad de ejecución puede emplearse en encuestas aerol6gica.s . 

(Pappas, M.G •• R. Hajkowski, 1988). 

4 



La toxoplasmosis ea quiza la ant1"0pozoon03is. con mo.yor 

distrib.Jcion mundial, y representa principalmente para los paises en 

v!asi de desarrollo un problema importante en materia de salud. 

En grupos jO'o/enes del sexo femenino d.on:ie la toxoplasmos:is 

adquirida. suele ser en la mayoria de los casos una enfermedad 

asintomatica o bien presentar una sintomatologia inespecifica y por lo 

tanto confurdirse con otras enfermedddes infecciosas. 

Y al no ser diagnoeticada en la etapa o.guia se hace ina~cnte 

tornan:iose' a cronicidad: o qu.edan:!.o en forma latente durante aros o por 

t~ la vida manifestardoee cuando existe inmunoeupreBitn. 

Mem&.s de lo anterior esta enfermedad ee capaz de producir 

anomalias en el embarazo. como aborto y malfonnacionee corgénitas. 

Es por esto que se considero real izar un estudio presuncional 

sero-epidemiolOgico, a un grupo etario jáven femenino. de tres 

instituciones universitarias. para evaluar la seroprevaloncia a esta 

parasitosis. 

Para esta evaluación se adicionO una t$cnica nueva denominada 

OOT-ELISA, como pn.teba alternativa de diagnostico, ~o. lo cual es 

necesario establecer un sn&Ueis de hotDOgeneidad con una prueba de 

referencia. ya eetablecida CQl!IO lo os la Inmunotluorescencia Indirecta. 



C.- O B J E T I V O S 

1. Conocer la eeroprevalencia de anticuerpos centra 

Toxoplosma llQOOil, de un grupo etario Joven del 

sexo femen!nc, de""""' urbanas y euoorbanas. 

2. Evaluar la t6cnica de OOT-ELISA. como una prueba 

alternativa. para el diognOBtico serolOgico 

de Toxoplasmosi.s. en baBe 4 un estudio comparativo 

con una técnica ya establecida. como es la de 

Il'lllunctluoresoencia In:Urecta. 
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D. - FOB!.'.CIONES DE ESI'UDIO 

Se considero real izar un estudio de eeroprevalencia a la toxoplasmosis 

a_ tres poblaciones j6venes. del sexo femenino. entre loe 17 o. los 31 

anos de edad. provenieintes de centros universitarios oficiales situados 

en areas urbana. y suhlrband eme" La Universidad Autonoma de México 

( Facultad de Quimica. La Escuela Nacional de Estudios Profesionales 

Cllautitlan Izcalli l. y la Universidad AutOnoma de tllapio;¡o. 



E.- H I P O T E S I 9 D E T R A B A J O 

La eeroprevalencia de infeccit:n subcUnica en grupo 

de Jovenea de edad reproductiva. preaentard.n un 

porcento.Je de seroposit!v!do.d menor. do.do o.l paralelismo 

que existe entre edad y seroprevalencia. 

Al utilizar t6cn!cas !nmunoenz!md.t!cas como, 

prueba ser<X!.!egnOst!ca, po.ra la toxopl<lf!lllOS!e, ee 

pensara encontrar cierta correlaciOn. dada a las 

caracter!eticas ec:ud.n!mes de la microtecn!na OOT-ELISA, 

con la de referencia (!. F. l. l . 
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II.- CARA=ISTICJ\S DEL 1.GE!-n'E 

11. Clasificación 

De acuerdo al Comité de SistemAtica y Evolución de la Scciedad de 

Protcr..OOlogos C1972), (121,143> ~ ggndii pertenece a: 

Phylum : Protozoa. SUbphylum : ApicompleJa. Clase : Spcr=. 

Subclase : Coccidia. Orden : Ellcoccidia . SUborden : Eimeriina, Genero: 

Toxopla=>,Fspecie : Se reconcce une especie llnica.L. g_QD;!ti y todas 

las cepas estu:liadas son antigénicamente similares. 

B. MORrolLGIA 

Eotudios realizados por Piekarski y Werner se definieron 

tres femas que son importantes desde •l punto de vista patogenico y 

epidemiolOgico : una forma trofozoitica o proliferativa. una quistica o 

de resistencia y una forma ooquistica. 

cuando la forma trofozoitica, sale de la celula huesped, 

tiene fonna curva o de media luna y mide entre 4 y 5 micras de lorqitud 

y se reproduce por une divisi0n binaria. En esta fase el parasito 

madre divide su nucleo en una primera etapa. despu$s replica el conoide 

y las otras estructuras. y posteriormente por wia especie de gemación 

interna, se individualizan los dos par4sitos hijos, 

CeOOodiogenial. C\Jardo el parasito invade 1.1J1a celula toma la forma oval 

o redonda. que al microscopio óptico puede semejarse a los amastigotes 

de los tripanosomatidos. pero sin bleroplasto. 

A la microscopia electrónica presenta una ultraeatructura 
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compleja. La membrana envolvente del para.sito :se interrumpe por una 

abertura o micropilo. El polo anterior del citoplasma ee o1:eerva un· 

anillo polar y una fonnaciOn conica hueca. con la base dirigida hacia 

el interior del pardsito llamado conojde. el Cl.141 parece continuarse 

por unas estructuras. cilindrica.s alargadas llamadas roptrias que 

divergen en el centro del par&!ito. El conoide puede ser prominente y 

en este caso representar un organelo adecuado para perforar la membrana 

de la celula del hoepedero. Memas en el citoplasma s observan 

mitocondrias, Aparato de Golgi. Reticulo Endopl~8111ico, granulaciones 

osmotila.s y fil:Jra.s delgadas. carece de organeloe de loeomociOn y sus 

deslizamientos los realizo. por flexion del cuerpo (731. 

cuando se tine con el Metodo de Wright o de Giemsa. el 

citopl~ es azul y el nUcleo es una estructura irregular de color 

rojo a púrpura, de UbicaciOn central o paracentral cargado al polo mas 

ancho. Los taquizoitos se presentan en grupos y so multiplican por 

errlodiogenia en la fase aguda de la infecciOn: formando peeud.oquistea; 

qua no tienen envoltura c¡uistica. 

Los bradizoitos Q ~. Cdl"'acteristicos de la fase 

cronica de la toxoplasmosis. tiene forma oval. esfllrica o alargada. 

cuando se local izan en la fibra muscular. Miden de 10 a 60 micras de 

d14metro o mas, dependiendo del l!C!mero de parasitoe que contenga. Fstan 

enVIJeltos por una pared de doble membrana : una externa en contacto con 

el citoplasma de la celula hoepedadora y la interna granulosa en 

contacto con los par.!sitoe. Una vez forma.do el quiste los para.sitos se 

reproducen lentemente. El ""mero de parasitos dentro del quiste varia 

desde 50 a 3,000. C Work y Hutchinson, 1969 J. 



Los ooquistes aparecen en grarrles cantidddes en las heces ·fecales 

del hospedero definitivo, son de toma ovo.! y miden 9 por 14 micras: 

cada ooquiste cuanio esporula presenta dos esporoquistes encerrados por 

una pared celular doble. cad4 uno de los cuales contiene cuatro 

esporozoitos. Los esporoquistes miden 5 por B micras. ( Frenkel y 

cole .. 1970 J. 

ESto.s tres fomas del parLlsito tienen capecido.d intecto.nte pero 

bo.jo condiciones diterente". El quiste es a traves de irqestiOn de 

co.rne crudo. o mal cocido.. El ooquiste por la i-sti6n de cualquier 

alimento contamino.do por lo. materia fecal del huésped definitivo. En 

cambio el trotozoito. debido a eu lobilido.d o. los cambios ambiental"" 

requiere c¡ondiciones especio.les que taciliten eu arrioo a otro huesped. 

Actua.lmente se coaidera que la via tra.nsplacentaria es la mas frecuente 

paro. esto. t119e po.r118itaria. ampliamente demostrada eri animales y 

aceptada en la infeccion intrauterina de la especie humana (39) . 

De acuerdo. a Werner y Janitschke se definen algunos 

estadios de reproducciOn ase><Ual y sexual, caracteristicos de ~ 

l l E:nJizrooNIA 

Oivision repetida del nllcleo que origina 4 o mas nucleos dentro del 

organismo inicial antes de que se segmente el citoplasma; asi al 

romperse. quedo.n cuatro o mas organismos hi Jos. 

2J GAMOOONIA 

Denominado. gametogonia por otros autores <73). El desarrollo sexuado 



comienza con el crecimiento del macrog~tocíto. el cual evoluciona. 

i..-diatamente despues de redondearse. hacia la forma de maQ"Og!llDeto. 

El microgametocito también aumenta de to.mano durante 

redon:leamiento y por di vis ion llllil tiple produce hasta 30 miQ"Og!llDetoe 

pec¡uenieimcs de 3 /! de largo, probablemente flaqel<ldoe. De la 

fecundaciOn del macrogameto por uno de estos microg111110toe se produce 

el zigoto. 

3) F.5l'OOOOONIA 

lle!lpu.., de una di visiOn de reduccion, e 1 zigoto se rodea de una 

membrana y se transforma en ooc¡ui!!te. 

Eh el ooc¡uiste, al comienzo no eeporul<ldo. se fonnan loe eeporoblastoe 

c¡ue despues de haberse completado la 08p0l'UlaciOn contiene cuatro 

""IX""OZOi toe c<lda uno. 
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era.o BrOI.OOroo 

e. - era.o BrOI.OOroo ZOOHJI1:00 

El . ciclo comienza. et.tardo el gato. se infecta en la 

naturaleza principalmente a traVés de la irqostion de las tormas 

infectantes. en los que solo aquellas que fueron resistentes a los 

jugos digestivos, evolucionan a traves del epitelio intestinal del 

gato. distinguiendose un ciclo de reproducciOn asexuada o esquizogOnica 

y otra de multip!icacion sexuada o gametogOnica. y fuera del intestino 

del gato - en las heces fecales -. un ciclo eeporog6nico o 

antropozoonotico e 114. 135 l. 

En la etapa enteroepitelial los trotazoitos penetran en las 

vellocicl.adet! de la porcion distal del intestino delgado del gato. Alli 

alcanzan la tOM de esquizonte. el cual mediante equizogo.;ia da origen 

a loe merozoitoe. !'lo posible que esta tase esquizogOn!ca sea prececlida 

por otroe mecanismoe de reproduccion ase>CUada , enclodiogenia y 

polienclogenia. 

Loe mero:zoitoe pueden penetrar a nuevas cetulas o traneformarse 

en gametocitoe. que eon loe precureores de los gametoe masculinos y 

femeninos. con los cuales se inicia la gametogcnia. 

El gameto masculino. extlagela dando origen de 12 a 32 microgamentocitos 

y uno de estoe. penetra al gameto femenino tundiendo "" cromatina con 

la del macrogameto. tertiliz4nclolo darño lugar al cigoto o huevo. 

La fecunclaciOn ocurre dentro de la célula huésped y el cigoto 

resultante 94!e del intestino recubierto por una envoltura transl1>cida• 

el -:·:q..ii:.te. que es expulsado al exterior con la materia fecal del gato 

13 



DATO r:J' ,K.E.!i'EOOEFINITIW -

FIGURA N.; 1 
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donde madura. Este ciclo tarda de una " dos MM!'1llll y de llci.rdo lll 

estadio infectante: 3 " !5 diae del!pw!s de hal:ler irlgerido quiatee de 

L. !l2rSi1 y de 2 a 3 """""""' ei la in!eccion ocurri6 mediante la . 

ingesti6n de ooquistee. El ooquiete tiene una pared grueea que lo 

proteJe, da origen al osporoblO§to ~que ee divide en dos 

esporoblastoe. que luego se transtorma en esporocastos los que al 

al madurar en loe materillS fecales del gato, se dividen de ruevo para 

constituir ~ esporozoitoe. Esta maduración ocurre en el suelo. dentro 

de loe matoriae fecales excretadae por el gato. 

D. CIC!J) BIOLOOICXl ANTOOPQZOONOTICXl 

1""' quiatee o peeudoquistes que se encuentran en lll carne contami111lda y 

loe ooquietee madura! que contami!llln loe alimentos. aon lae formo.e 

preinfectantes parll el homl:re Cy otros hoepederoe intermediarioel que 

al ingarirlos inician el ciclo extrainteatinal. Cl.114) 

1""' tllquizoitos liberados en el inteetino. en la li!mina propia. 

proliferan nlpidamente lltrllveean:lo la mucosa y ee diseminan por 

linfll. sangre y cavidades. multiplicandose en cualquier celula del 

cirganilllllO. ya que debido a eu pantropil!lllO celular. L. ll!llJiil ee Cll!Jll:' 

de parasitar y 111111 tiplicarse en todas loe celulllB del organismo excepto 

en el gl6b.llo rojo no rA.lCl91ldo. (1, 73) 

1""' poraaitos en el interior de loe c&lulllB ee reprcducen por 

en:lopoligenia. C73.143. l 

&& lll erdopoligenia ee olleerva primer.,...nte la formaci6n de un llllterial 

inteJllllllllOnte coloreado. C9roll de loe eetructuru apicales del pllnleito. 

el rn.lcleo ee escota progreeiv.,...nte dan:lo 11.J!llll" a la fcnacitln de 

varios rocl- hiJoe: el citoplllBlllll "" aglomera lllrededor de los nuevos 

...Ucleos y comienzo. a rodearse de l'LlllVllB lllellll:ranae celul""'5. no 
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relacionadas con las células madre. Fatas Ultimas resultan destruid4s 

por el progresivo crecimientO de las células hSjas, las que al 

ol:>andonarlaa se cul:ren con la membrana limitante externa de las mismas; 

este tipo de mu! tiplicaciOn puede variar en lo que se refiere al tiempo 

Y velocidad. de acuerdo con las modificaciones de la virulencia de una 

cepa determinada. 

lÜ estallar la célula parasitada, los trofozo1tos pueden infectar 

nuevas células, este periodo de proliferacion rapida correspon:ie a la 

fase aguda de la toxoplasmoeis lo que puede manifestarse clinicamente 

por una toxoplaamosis aguda generalizada. Esto ee repite durante 

algan tiempo haata que, con la aparicion de las defer.sas del huespec1, 

termina paulatinamente la fase de prol!feraci6n r4pida. Loa toxoplasmas 

libres 11 . nivel de sangre y tejidos son destruidos al igu.ol que gr11n 

parte de laa formaa prolifer11tlvas intr!lcelularee: aquell"" formas 

intr11celul11ree que no ""'" deetruid!IS se tranetorman· en formas 

quisticas. La fase prolifer11t1v11 aguda se transfom.o en fase subaguda. 

(83) 

Las formas qulsticas se localizan de preferencia en cerelro, ojo, 

mUsculo cardiaco y esqueletico, y con menor frecuencia en pulmon. 

higado, bazo, Utero y lllUCOe!l intestinal. El quiete es la forma de 

I.~ ~ que caracteriea la fase crónica de la infecciOn. Los 

quistes pueden permanecer en los tejidos en tom.o in:iefinida, como 

form!IS latentes. pero en ocaaicnes puede producirse la ruptura de 

estM torma.s qulsticas CFig ll seguida de la liberaciOn de parasitos 

capaces de invadir nuevas ctUulas y de reproducirse en la forma ya 

descrita. Fste proceso ee conoce ccao reactivaci<!ln de una toxoplasmosis 

crónica y puede ser localizada. si el proceso se limito al tejido 
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circundante en que ocutTe la ruptura del quiete; o generalizada 91 loa 

toxoplasmas liberados de las fonnas quisticaa pm1an a la aangre o linfa 

y de alli al resto del organiBll<>. (49,143) 

Al parecer son tres las principales tuente• de infecéiOn de L. ~ 

en la cadena de transmisión : ge.toa Cy otros felinoel, tierra y 

hospederos intermed.iarioa. El hombre y otro.. carnivoro!I se encuentran 

COCDO h09pederoe intermediarios biológicamente no fUncionalee debido a 

que son raramente canidos. cada W>O de loa reaerwrioa aon 

influenciad.ca por varia.. modificaciones. C46.!50l 

GAros. 

La densidad de población de gato.. por caaa y por Km datenoinan en 

general ~a concentraci~n de BU9 heces fecales y la obtenci~ potenci;al 

de 1 a¡¡ ente in!ecci090. 

Oe<!pues · de la in!eccion primaria loe gatee "°" capacee de liberar 

millones de ooqt.tistes en sus heces fecales, depositadas C0111.JJ1Dente en 

la tierra suelta y cubierto. ligeramente con ella. La edad de lo. 

población de ¡¡atos y sus caracteristicas C¡¡atos con o sin duello) y el 

tipo de comida suministrado.. aon algunoa de loa factoree que participan 

en determinar la proporcion de eliminaciOn de ooquistes. 

TIFllRA .• 

La tierra preserva bien loa ooquiste9 si es hllmeda y 90IDbl"elldo., 

mientras que el calor y la ~ción dimim.iye la supervivencia de loa 

ooquistes. Con la falta de tierra loa ¡¡atoa defecan en superficies 

ª'°!idas. como piS09 de cocinas, debajo de ,...ble9, etc. donde lo. 

'humedad es alta y el lugar es llOCbrio. Eeto permite a loe especi-nes 

fecales permo.necer infecci0909 por m!9 tiempo. 
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Como la lombriz de tierra puede mezclar loa ooquistes con la tierra 

suelta y las cucarachas y moscas tambi4!)n tienen acceso a las heces 

fecales de los gatos, bien sea que ee encuent~n en los pisos sólidos 

de las cM!as o en lugar con tierra. se ha pensado que pueden servir 

como transporte. (15.119) 

HCSPrllmOS INI'EllMEDil\RIOS (15,50.69.137) 

Los hospederos intermediarios (rata. raton y aves). adquieren la 

infección por in¡estiOn de ooquistes esporuladoe que se encuentran en 

la tierra. Una vez infectados permanecen a.si. con bradizoitos 

infecciosos en quistes que persisten hasta que el animal es comido p<?r 

gatos u otros carnivol"'CllS, 

Ovejas. cerdos. pollos. vacas. etc •• estan comunmente infectados y 

pueden servir de tranmaieiores de Toxoplagma ~ a gatos cuando son 

alimentados con desechos de carne. C 125) 

Los hUllllln09 son hospederos intermediarios accidentales de la principal 

cadena de transmisiOn. Los nirtoe "" infectan cuando Juegan con la 

tierra o arena. De acuerdo con estudios de llalton y Remington (!50.llOl. 

se ha sugerido que loe humanos se infectan princ1palmente por tierra 

contaminada con heces de gatoe y en menor gr(l(}.o del contacto directo con 

la piel de dichos animales. 

L5 toxoplasmosis co~nica en el hombre (y probablemente en la mayoria 

de loe anima.lee) es biológica.mente rara, pero IJM!Jdica y ecoOOmicamente 

ee un evento importante. (7.!50,73) 

La propagación de la toxople.smoeis en la natlll"'aleZ4 puede verificarse 

de animal a animal: la mas f,.,,cuente 

de animal a hallbre: f,.,,C\.lllnte 

de homlre a hombre: la forma co~nita f,.,,cuente 
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III. - F011MAS CLINICAS DE LA 'l'OXOPU\S!ClSIS 

La infecci6n por lo general es subclinica: sin emb:lrgo la 

toxoplasmosis puede ser cong~nita o adc¡Uirida en el curso de la vida 

(postMtal) . lil infección intrauterina. ea la mas grave: estudios 

realizados en mujeres Y ensayos experimentales en conejos demuestran 

quo una primoinfeccion de la madre. con anterioridad o.l emMrazo por lo 

general no ocasiona fetope.tias ni toxoplasmosis corgénita (73. 76). 

A, 'l'OXOPLASM::GIS MlCUffiIDA 

Fsta variedad de la enfermedad es en general gravo, sus 

maniteotaciones son m\.'lltiples variarxlo con la virulencia de las cepas y 

la locali:za.ci6n parasitaria. Presenta un period.o do incubación de 3 a 5 

dlas a~ puede ser ~ prolongado, Theologides y Kennedy sugieren. 

que tanando cano base las manlfestaclones cllnicas y los Organos 

compraoetidoe. sea clasificada en: 

Toxoplasmosis ganglionar. Toxoplasmosis miliar. Toxoplasmosis local izada. 

La manifestación mas comün de la toxoplasmosis ganglionar es la 

linfadenopatla asintomatica :los ganglios linf•ticoe están aumentados 

de volumen. sin eupuraciOn ni dolor y de consistencia moderad.amente 

dllra. siendo principalmente afectados laa cadenas cervicales (73.111). 

Toxoplasmosia mi 1 iar : Caracterizada por diseminación 

generalizada del par&sito. con manifestaciones clinicas de 

participación ll!Ul tiple de ori.anos o siatemas y con evidencias 

patológicas de que la mayoria de las visceras tienen células 

parasitadas (116). 

F.sta forma clinica ha sido descrita como foraa tifica. forma 
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exantemática y tormo. de fiebre de lae montllllas rocoeas. 

ToxoplMmosis locallzada : Son las fonnas clinicas que ee 

manifiestan con a1ntaDaa de wia viscera. y que en loe casoe que llegan 

a la autopsia. curiosamente ae encuentra sólo ese 6rgan::i afectado. 

Existe la posibilidad de que un toxoplasma de baja virulencia terqa al 

mismo tiempo un tropiemo visceral particular. Fata forma "" claeifica 

de acuerdo al órgano que afecte. en : toxoplasmoeis ocular.cerebral. 

pulmonar, miocardica. peric&-dica, hep6.tica u otras menos comunes. 

Piekanki ( 108) , ha encontrado que aproximadamente e 1 l~ % 

de las linfadenopatias que se presentan entre los 19 y 30 al!oe de edad 

!Ion atrib.libles a la toxoplasmosis. 

La toxoploamosie ee particularmente grave y mort1 fera en 

sujetos debilitados con inmunodeficiencia célular, esta se debe 

pobablemente a una reactivación de la parasitoeis latente, 

preeentanioee generalmente en ninos leucemicos o adultos con linfcma.s. 

en pacientes con órganos transplantados bajo terapia inmunosupresora. o 

de enfermedade8 en la que el sistema inmune por alguna causa sea 

alterada su función de protección. 

B. - 'IOXOPL\SI03IS cotGrlllTA 

La toxoplasmoeis congenitll es el resultado de Uilll infección 

aguda. adquirida por la madre durante la g""t.iciOn por la via 

placentaria, o por la reactivación de una forma latente pre-existente 

en la madre: aunque 6sta ultillll posibilidad no ea frecuente. 1"'s f01'1llll8 

quieticas local!~ on miometrio, endometrio o ambcs prodr!an 

liberar durante el embarazo las formas móviles de ~ e infectar 

al producto por invac!On del trofazooito (116). 
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La incidencia de las manifestaciones clinicas variara en 

tunciOn de la. edad del feto en el momento de la infeci6n. la dosis 

infectante. la virulencia del parAsito y el nivel de resistencia 

materno-fetal. habién:lose observado que la frecuencia es de 10 % en el 

primer trimestre. 25 % en e 1 segundo y 6~ % en e 1 tercer trimestre de 1 

embarazo l75. 76). aunque la infección puede corducir al aborto 

espont<lneo o prematurez: sin embargo la mayor!a de los nil'los infectados 

nacen e.sintomó.ticos y pueden continuar aei. o bien desarrollar 

corior:retinitis, eatrobismo, ceguera. epilepsia, retraso psicomotor. 

transtornoe corductuales y pulD>Onares, pudierdose también presentar 

calcificaciones cerebrales. 

Entre las alteraciones. es posible que el producto nazca con 

alteraci~ cano : a) variedad cerebro-óculo-médular. manifestada por 

hidrocefalia. macro o microcefalia. corion-etinitis. calcificaciones 

cerebrales, transtornce psicomotores. convulsiones, ataxiaº: !Jl variedad 

parasistemica : expresada por hepatitis (con o sin ictericia). 

neumonitis, esplenomegalia, cardiopatia. exantema maculo papular, 

polindenitie y transtornoe psiquicos. 

El cuadro clinico de la toxopl"8IIIOSis corqenita es grave 

pero las infecci.,,_ intrauteriMl!I no sen frecuentee y la mayoria 

transcurre en forma inaparente l~9. 76. 92 l . 

C. RESPUESTA IIMJNE ~ LA TOlla'LASM:SIS 

Mucho se ha discutido acerca del papel que juegan los anticuerpos 

en los procesos infecciceos, pues aunque pueden alcanzar titulos muy 

al toe. no l"!lran del todo una protección COIJlPleta para el huésped (97). 

En base a estudios experimentales efectuados por I.Bvaditi en 



1928. ae conoce la capacidad de Toxoplgma gmGU. a desencadenar en el 

huroped una respuesta inlllWli taria de tipo humoral; con la formaciOn de 

anticuerpcs. que permiten una dismirruci6n en la proliferaciOn de las 

formas parasitarias libres, disminuyerrl.o asi el paso de loe miemos de 

una célula a otra~ pero es evidente que una vez sensibilizada la 

respuesta inmune. la sollrevida del par!sito intracelular depende de la 

evaciOn de los mecani61DOB inmunes. adquiriendo otros eatadios de 

proliferaciOn lenta. y reproducirse dentro de el. con la !ormacion de 

quistes. que es la manifestación Cr"Onica de la enfermedad. impidierdo 

as! su digeatiOn y muerte C76J. 

La fagocitosis y dcstrucc!On de loe parásitos por macrOfagos 

no activados son mecanlemoe eficaces pero lneepeclticos. sin eml>orl;o la 

activaclon de Untocitos y BU9 linfocinas en respuesta a los antigenoe 

de Toxoplasma IJQl!!lli. en particular a las ribo11.1cleoproteinas. 

confieren especificidad, particularmemte el interferon gama. ya 'l\le 

cstilllllla a estas celulas produzcan iones superoxldo y ~idoe que 

destruyen a loe par!sitos C40. 48). 

Sin embar¡¡o. ee debe recordar que TOXQDlaama ~ invade 

relativamente pocos macrofagoe, ya que prefiere fibroblastos. 

hepatocitos. neuroM9. c<!llulas intestinales, miocerdicas que 

probablemente sean incapaces de producir iones eupeO><ido (142) • 

Los anticuerpoe contra L. gQl!1il actuan por mecanismo 

extracelular. y no intracelular. 

La respuesta iOlllllnitaria humorel se manifiesta primariamente en 

el huésped por producci0n de anticuerpos Ig M. y que generalmente no, 

llegan a persistir ""is mues, aunque algunos casos se loe ha 

encontrado anos despu<!IB de la intecciOn eetillll.llante. 



Eh forma lenta y paralela _se origina otro tipo de anticuerpos de 

la clase Ig G ( aparecen 2 a 4 semanas de iniciad.a la infección) . 

SU m~ima intensidad se encuentra a los 12 meses. persietiend.o 

elevada durante el primer ano y bajarrlo paulatinamente con niveles cada 

ano. mAs bajos hasta estabilizarse mas o menos a los 10 anos con un 

titulo beJo. 

De lo anterior se ha considerado qua la determinación de Ig M en 

el Loboratorio debe constituir un procedimiento habitual para 

diagn0stico de toxoplasmosis ~· Una determinación de Ig M superior 

a 20 mg %, es sugestiva de infección intrauterina por los agentes 

habituales del sindrome de TORO!. 

OXelius informo que hay incremento de Ig A. paralelo al de 

inmuncglob.ll inas monoclonales, en casos de toxoplasmoeis 

trasplacentaria. di!IDinuyen:io los niveles de Ig M en suero y liquido 

ceralorraquidoo con la instalaciOn del tratamiento especifico: la Ig A 

en cambio permanece elevada hasta los cuatro meses de edad. 

En los estudios hechos para encontrar la relación del titulo de 

. anticuerpoe y las modificaciones que é9tas puedan causar en la 

morfologia de los toxoplasma llerner C140.141l ,encuentra que cuardo los 

tituloo de anticuerpos son bajos entre 1:4 y 1:128. el parasito puede 

atln reprcducirse. pero cuardo el titulo se eleva a 1:4 000 el nUmoro 

disminuye considerablemente y la división erdodiogénica es incompleta. 

quedar<lo los parasitos unidos sin poder separarse. 

cuando el titulo llega a 1:6 000 o IM!l. se lisa la mayoria do los 

parAsitos y sólo un pcqueno grupo se mantiene en el interior de lan 

cclulas iniciandos<o la ronno.ci<Dn de pseudoquiste. Se ha estudiado la 

acción de anticuerpoe sobre los parAsitos en la reacción de Sabin-
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Feldmo.n y ee ha oh!!ervodo que en una reacción positiva. el hecho da 

que no tina el citoplasma con el azul da metileno ha genero.do vario.e 

hipótesis como : la que llUpOMn Ku1...,.;, y Oo.s<lupto. (73, 114) sel'lalo. que 

los anticuerpos penetran al po.r4sito a tro.Vés da! conoide y las 

roptrias y en contacto con el citoplaema este se hace homogéneo. 

produciendo cari61isis y md.a tarde lieis de todos loe ~o.neloe. 

F.n base a los estudios en microscopia electrónica.. se ha 

oh!!ervo.do que la actividad de loe anticuerpos en presencio. del 

complemento causan dallo irreversible al po.nlsito perdiendo estos su 

actividad. ho.ciendose incapaces de infectar a los macr6f~. 

Se ha damoetro.do que los mo.cr6fo.gos provenientes tanto de loe 

animales como de humanos son incapaces p:Jr si sólos de inhibir o matar 

a L. 11Q001i (73. 76,108) in vitro. 

Jones y Hirsh. (75.84, 94) explican lo que sucede al po.ráQito 

dentro del macr6fago. refiriendo una aueencio. de fusión to.goeoma 

l isosoma. en las vacuo las fagoci ticas que contenían toxoplo.emas vivos; 

en cambio aquellos que contenian po.rasitos muertos la fusión era 

notable. ~i como to.mbi<ln las vacuolas que contienen par4eitos vivos 

están rodeo.dos de numerosas mitocondrias y reticulo en:ioplasmico 

íntimamente ad.osadM a la meml:ra.na vaC'UOlar. en contraste con su 

ausencia en lasi vacuo las que contenían orqanismoe degenerados. 

Estos hechos hacen pensar que el toxoplasma posee la capacidad de 

inducir por algün mecanismo no conocido. la atracción de orgo.nelos que 

se dieponen da tal manera que impidan la llego.do. da lisoeomae de la 

célula huésped hacia la luz de la vacuola protegien:ioee de esta manera 

de la acción Utica de las hidrolo.eas y ademas por el tipo da elementos 

atraidos hacia la periferia de la misma le proporcionan al po.r4sito un 
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micl"04mbiente favorable. 

For otra p.:u-te. se ha demostrado que macrófagoo de origen humano 

o animal en cultivos a los que se ha agregado toxoplasmas con 

a.ntisueros espec!Ucoe, inhiben en gra.n medida la actividad de los 

parásitos (67.83.92. l. 

La importancia de la inmunidad celular ha sido demostrada en 

estudios de transtormaciOn blastoide. en cultivos de linfocitos de 

irdividuos con diagnóstico de toxopla.smosis. Los toxoplasmas fueron 

destruidos cuando ae incuboron con macrófaqos y l infoci toa 

senaib!li=ados. 

Shdrma. Verhof y Remin¡ton han encontrado en estudios in vitro. 

un incremento importante en la actividad de células asesinas Mturales 

CNKl. en l.a incubación de linfocitos periféricos con precipitado por 

ultrasonido de L..gQ[xli,i; estos datos coinciden con la prcduccion de 

interferon gama. 

Frenkel C48.49 l demostró que la inmunidad a las infecciones 

causadas por par6.sitos intracelulares, como toxoplasmosis. es de tipo 

celular y puede ser transferida por linfocitos de donodores 

inmunizados. asi como tambi6n estó. inmunidad es especifica y que son 

las células intactas las que ejercen la actividad inmunitaria pues los 

Usados de linfocitos o linfocitos irradiad.os no lo hacen. 

Si bien podemos decir que la inmunidad humoral controla hasta 

cierto punto. el inicio de la infección aguda, es la respuesta célular 

lo. que desempel'lo. un papel principal en lo.a infecciones causado.a por 

pattgenos intracelulares como es L. gg_!Jlii. (64 l 



IV.- M E TODOS 

l\. Te:NICA DE INMIJOOFL\JOIW3CIA INDIRErlil (I.F.I.) PARA 

l.A DEm:CIOO DE ANTICUElll'OS ootmlA Toxppl!l!J!I!!! gro;1ti 

1. F\lndamento 

Esta reacción se basa en que las prote!nas, incluyendo loe 

anticuerpos del suero. pueden ser marcadoe con colorantes tluorescentes 

por combinación qu1mica. sin alteración o interferencia con .sus 

proplecJ..des biológicas o inmunológicas. Tales anticuerpos marcadoe 

reciben el nombre de conjugados. loe cu6lee permiten demostrar una 

reacción antigeno-anticuerpo por la emisión de fluorescencia en el 

microscopio de luz ultravioleta y a eete métcxio u le llama reacción de 

inmunofluorescencia irdirecta. 

Podemos decir que la prueba de Inmunotluorescencla Irxlirecta "" 

basa en la identificación de anticuerpos por medio de un anti­

anticuerp:» ma.rcAdo con iaotiocianato de fluoreseeine. que ee evidencia a 

traves de un microecoplo de luz ul travloleta. 

2. Dosarrollo de la Prueba 

Descon;relar las laminl l las que contienen el antígeno •. y secar a 

t.._-atura ub!ente. 

Preparar las diluciones del euero control •• Cpoe!tivo o negativo) aei 

como loe sueros problema de la siguiente manera: colocar la gradilla 

con tlllx>s de ensaye 12 x 75 para cada suero *** de acuerdo al namero de 

diluciones que ee ralizoroin. Madir a cada tubo la cantidad necesaria 
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para obtener wia diluci6n de euero 1:2 en PBS C amortiguador de 

fosfatos salino pH 7. 2 - ? . 6 l . De esta dilución se partirá para 

realio:ar diluciones seriadas Cal doble) en los tubos siguientes 

coloca.rrlo un volumen de PBS con igual volumen do 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 10 ¡d, de la dilución apropiada 

iniciando con 1:2 ) . del tub;) de ensaye y colocarla en wi circulo con 

antigeno contenidc en lo. laminilla. Coloc&r la laminilla en la camara 

hUmed!l durante 30 mird.ltos a 3?'C. 

Lav&r l!lB laminillas con PES pH 7.2 - 7.6 con wia piseto. y 

coloc&rlos en una caja de tinci6n con PBS pH 7. 2 - 7. 6 por cinco 

minutos. Se:ar a temperatura ambiente o con una corriente ligera de aire. 

Cubrir los circuloe de la placo. con 10 microlitros de la diluci6n 

~tim& del conjug!ldc ****. ColOC!lr la laminilla en camara h~ a 37"C 

por treinta minutos. 

ver apl¡ndice 2 

con , el suero control poeitivo se realizan diluciones seriadas 
hasta una d1luci6n mayor o. lo. yo. conocida. colocando en lo. placa 
lo. diluci6n mayor, menor y lo. yo. conocida. Con el suero control 
negativo se realizara llnicamente lo. diluci6n 1:16. coloc&ndolo. en 
lo. l""'!n!llo. con ant!!l'!no. 



Lovar las luinillaB con Pl!6 pH 7.2 - 7.6 con una pi•ta y 

colorarlas en una caja de tinoiOn que conteniia PBS pH 7. 2 - 7. 6 durante . 

cinco mirutoe, sacar las luinillas y d8jar •car a t-atura 

ambiente. 

COiocar a la luinilla una gota de glicerina tamponada y cubrir 

con un cuJ:reobjetoe. 

Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente y observar al 

microscopio de fluorescencia con objetivo seco fuerte. 

Inicialmente 11e nalizaÍI cuatro dUuciCICWS de cada suero < 1:2, 
1:4. 118, 1:16. 1:32, 1:64. 11128 l . Si el suero problema 
es positivo a la dUuciOn 1:128. "" debera retitular con 
mayores diluciorws. sin omitir loe controles. 

Ver apendice 3. 



3. INmlPREl'l\CIOO DE RmlLTMX:S 

La reacción se considera Ne3ATIVA (-) cuarrlo se observa los 

organ!BJDOS fluorescentes de color rojo purpura. sin ni~ 

fluorescencia verde-e.marillenta en la periferia: también ae considera 

Nml\TIV1' cuando el polo anterior del organismo fluoreace verde­

-amarillento sin extenderse esta fluorescencia a la periferia y sin 

llegar al polo poeterlor (coloraci6n polar), se presenta en las 

primeras diluciones y usualmente desaparece en las diluciones mayores a 

1:64. (47, 1271 

La rea.cci6n es PCSITIV1' cuando la fluorescencia verde-amarillenta. 

ee extleme por toda la periferia del organismo. Fsta reacci6n puede 

ser muy intensa, aün a diluciones altas. en los sueros .fuertemente 

positivos. 

CUardo se hace la determinación del titulo de anti·cuerpos contra 

TOlOOPl!l!!!lla !ll1lllli. se debe enoontrar la maxlma dilución del suero que 

presenta alln fluorescencia definid!I en al menos el 50 % de los 

parllsitos ol:eervodos. La inten11id!ld de la fluorescencia esta en 

relaclat directa con la concentracion de anticuerpos. 
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V.- M A T E R I A L 

11.. MA'IElIAL Bia.o:mx> 

.,, llntigeno preparado " partir de exudado peritonMI de rat:OM8 

infectadoe con Ioxoc1!!8!!1!! ~ 

bl aiero hl.llll!lnO probl.,,... (289 muestras) . 

e) aiero hl.llll!lnO control positivo (titulo 1:64 y 1:~12). 

dl aiero humano control negativo C - ) • 

el Glob.lliM antihUMM marcada con ieotiocianato de 

fluoreeceina. 

B REACTIVOS 

"' NaLHPO'f Meo.. ProdUctoe Monten-ey Lote ~154 

bl Nal!,.POy • HO """· Prcductoe Monterrey !Ate 009212 

el NaCl Mea. lloker -l)!Md Lote 36:509 

dl Azul de Evans 
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C. MATERIAL 

al llguj!l!I para jer1~"". 

b) cam.ra hllmed.o.. 

e) Caja de tinc1on. 

el Jer1~M desechables de 10 ml. 

fl Jerignas de Insulina. 

gl Matraz Aforado de 1000 ml. 

hl Matraz Erle1111eyer de 500 y 2 000 ml. 

1 l M1crcp1pet!IS de 1~0 J' .l. 50-250 f-'l.150-1000 µl. 

j) Papel Filtro. 

kl fipet!IS P!l!lteur. 

1) Pipeta Hamil ton. 

ml Portaobjetoe de 2.5 x 7.5 cm co 12 campos. 

D. E O U I PO 

al Centrifuga Clinic:a. 

b) Incubodora ajustable a 35°C - 37°C. 

el Microecopio de epifluorescencia C Karl Zeiss con l"mp&·a 

alRAM HID 200 W 41 l • 



E. S O L U C I O N E S 

al Amortiguador de foefatoe ea Uno pli 7. 2 

lll Amortiguador de foefo.toe ealino pli B.!5 

el GUceriana Tamponoda. 

dl Fon111ldehido al 10 %. 

el Fenol al !5 %. 

* Ver apen:l.ice N .3 
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VI.- MICRO-TECNICA DE INMUNOUNION EN MAllCHl\ " oor-ELISA " 

PAAA U\ DETEX:CION DE ANTICUEllPOS CON'lRA Toxoplasma ll.Qll!lli 

A. FUNDl\MENI'O 

El principio basico de esta prueba se basa en una reacciOn 

inmunoltgica en la que el anticuerpo presente en el suero reacciona con 

el ant!geno de Toxoplasma, 9Q001i que ha sido adsorbido previamente a 

un soporte solido de nitrocelulosa, ponierrlose esta de manifiesto con 

la adicitn de un conjugado enzima-anticuerpo y el sustrato · especifico 

para la enzime.. La hidr6lisis de este suatrato dar-a una coloración en 

el tondo blanco del soporte s6lido de nltrocelulosa. 

B. - DE:WlROU.O DE U\ PRUEBA 

El "ºporte utilizado en el ensayo de oor-ELISA como 

lnmuooad.Borbente es un f!ltro de nitrocelulosa, C M!l l!port 0.22µ m): 

que son cortados en discoe de 5 nan de dlametro. marcedos déb!lmente con 

un lapicero en la superficie opaca de la membrana, para aplicación de 

trofozoltoe de L. !l'llllii al disco, C a una concentracl<:n de 
4 

de 2.5 x 10 paresltos. -Cl.44 JJJ;J de protelno.l- en solución 

amortiguadora de fosfatos pH 7.5. a temperatura de 4 ºC ó 37• C y 

tiempo variable de 1 a 24 horas) • 

Cociil'lnmente las coni!ciones Optimas como pH. tiempo y temperatura 

se determinan por el ensayo y en-or. y la concentración del antígeno 

haciendo titulaciones en forma de tablero de ajedcrcz contra wi suero 

negativo y uno positivo. 



El antigeno se o>dsorbe sobre los microdisc:os. secan:1o a ':Y?ºC. por 

30 minutos. en placas de microtitulaci6n de 96 pozos (estos microdiecos 

ya sensibilizados pueden ser almacenados a -20 •c. antes de ser 

usados). 

1\nte:J de realizar la prueba es necesario que los discos 

aensib! lizadoe deban estar a temperatura ambiente en las placas do 

microtitulaciOn. 

Debido a la alta sensibilidad de la t6cnica, uno de los problemas 

mas frecuentes en eu empleo es la adsorción 1nespec1fica a la fase 

sOlida de algunos o varios componentes del sistema. en los espacios que 

no fueron ocupados por el antígeno. para evitar esto las placas se 

recubren con una substancia bloqueadora, de Leche Sveltes al 5 % • en 

PBS pH 7 .5 a r11z6n de 75 ¡1 l, para cada pozo de la placa. con una 

incubación de 30 minutos a 37 ºC. agitanio suavemente las ~icropla~. 

para homogeneizar el sistema. Se aspira la solución bloqueadora. y se 

elimina el excedente. realizan:lo tres lavados con solución de FBS-Tii.EEi 

20 al 0.05 !15 a pi! 7.5. con un minuto de agitación, en los dos 

primeros y en el tercer lavado deher6 incub!r'se a temperatura ambiente, 

con agitaci6n por un minuto y nueve minutos en reposo. 

Se aspira la eolucion bloqueadora de los pozos con discos de 

antigeno y se adiciona a cada pozo. 50 I' l de suero a diluciones 

seriadas. en Loche SVeltes - PB5 al 1 !15 pi! 7.5, realizardo agitación 

manual durante un minuto e inc:ubar durante 15 mil'Ultos a '3'1 ° C. 

Realizar ol correspondiente lavado cano se mencionó arriba, 

posterionoente se aspira la 110luci6n lavatorio de PllS-"I"llml 20 al 0.05% 

pH 7. 5, adicionar 5014 l de conjugado anti-inmuno¡¡lobulina-peroxidasa a 
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una diluciOn de 1:100 en PBS-TWEEN al l % a pH 7.4. pora acelerar la 

reacciOn l\g-l\c:-anti-gamaglob.llina-percxidasa se procede a incubar la(s) 

microplaca(11l, a 37ºC por un lapso de 30 minutos. 

Terminardo el proceso de incuba.ci6n. se aspira el conjugado. y se 

elimina el excedente, adicionar>io la soluci6n lavatoria de PBS-Tt!EDI 20 

al 0.05 % pH 7.5. realizar-do tres lavados como se menciona al inicio 

de! proceso. 

Poeteriormente se prepara la solución SlOO{, en Wl frasco ambar 

que seri!. preparada durante el desarrollo de la prueba, esta solución 

contiene el C>"OID6geno 4-Clorc>-l-Nattol. que se dieuelve en metano! 

onhidro (3mg/mll. al que se adiciona 5,000 p.l de PEIS pH 7.5 y 2p.l de 

per6Xido de hidrogeno. Esta soluciOn es guardada en la ol:ecuridad. 

Una vez preparada la 110luciOn reveladora. ae adicionan 75 p.1. a 

cada pozo de laCsl placa(B) con agitación suave por un minuto, y se 

incuba a temperatura ambiente por 30 minutos en la ol:ecuridad. 
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C, INmll'RE:l'ACION IE RE5UL'l'lUXS 

La reacción ee col'l8idera NB3ATIVA. cuan:io en las primeras 

diluciones, durante el proceso de revelado, el fon:l.o blanco del soporte 

de nitrocelulosa. no se observe una reacción de color azul como 

irdicativo de la oocidación del colorante 4-Cloro-1--Naftol a su forma 

. c:romogénica, por la acci6n de la enzima peroocidasa acoplada a una 

ant i-gamaglobul!na. 

La reacción es positiva cuando las diluciones del suero 

causen ·manchitas de color azul. Esta reacción puede eer 'muy intenaa, 

aún a diluciones altas, en lOll sueros fuertemente positivos. 

Por lo que ee debe determinar la máxima dilución del suero . ., 
que presente en el fondo blanco del soporte una mancha de color azul. 

La inte,..idad del color azul en el eooport:e de nitrocelulOlla, 

esta en relación directa con la concentración de anticuerpos presentes 

en cada suero. 



VII.- M ATE R I A L 

A. MA'IElIAL BIOLOOICO 

Al Antigeno preparado a portir de exudado peritoneal de ratones 

infectados con To><oplosmo, llllrdi1 

B) aiero humano problema ( 289 muestras 

C) SUero huinano control positivo ( titulo 1:2 y 1:512 ) , 

Dl suero hUllWlO control negativo ( - ) 

El Conjugedo de PeroxiclaM de Rában<>-anti Ig G de hUIMOO obtenido 

de cobra. 

Al No.,_ HPO.¡ Mea. Productoe Monterrey lote 5154 

Bl NaH ... ro.,.HE Mea. Productos Monterrey lote 009212 

Cl No. Cl Mea. Boker Analysed lote 36509 

Dl 'MDI 20 

El Leche SVe l te!I 

Fl Peróxido de hidrO;¡eno q.c.p. 



C. MATE R I 11 L 

Al Portaobjetos de 2. 5 X ? .~ cm 

BJ CUbreol:Jjetos de 22 X 22 mm 

Cl Pipeta Homilton de 25µ J 

Dl Pipetas Posteur 

El PipetaB serológicas de 10-25 µJ. ~0-100 ~l. 100-1000 p-1. 

Fl Pinzas 

Gl Discos de nitroceluloea de !5 m!D de d!Ametro 

del poro 1 o.2211m l 

Hl M!croplacas marca Nunc!On el.e Fon:!o Pl"'10 

Il Matraz aforado de 1000 ml 

J) Jeringas desech4bles de 5 - 10 ml 

Kl Jeringas de Insulina 

L) Punti !las desechables 

Ml Matraz de KitazAto de 1000 ml 

Nl Tuboe de 13 X 100 111111 

fil Gradi !las 

0) Tulloe de centrifu;¡a, de 15 ml 
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D. E Q U I P O 

l\l Incubodora a '!rl o C. 

Bl Microscopio 6ptico no.rea Zeiss 

Dl Centrifuga clinica 

E. SOLUCIONES 

Al ~iguador de !Ol5tatoe de salino pH 7.5 · 

Bl ligua B!destileda 

Cl PBS-nlEEN 20 al 0.05 % 

Dl Leche Svel tes al 1 % y 5 % 

El Solucioo de stock 

Gl PBS-F'OOM:lL al 2 % 

• Ver aperdice N. 4 
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VIII. R E S U L T A D O S 

De un estudio comparativo de dos tecn!cas inmunológicas pera 

la determinación de anticuerpos contra L. smmu. en 283 sueros 

provenientes. de universitarias Jóvenes. del eexo femenino. se 

obtuvieron loe siguientes datos: 

Con la Técnica de Inmunctluorescencia Irxiirecta, se 

detenDino un porcentaje de eeropositividad del 10.29 %. en un total de 

68 muestras de la Facultad de ().limica, mientras que en la Universidad 

Aut6nom4 de Olapirqo, se encontro un 11. 88 % de seroposi ti vi dad de un 

total de 101 muestras. y un 19.29 % de seropos!tividad en la Escuela 

Nacional de Eetl.dioe Protes!onales de Cllauti tlan Izcall li de un total 

de 114 muestras. Encontrandose de esta manera un 14. 49 % de 

seropositividad global pera esta tecnica. 

En relación a la microtecnica Inmunounión en mancha · CIX7l'-ELISAJ. 

ee obtuvo un 11.76 % de seropositividad en la Facultad de OJimice. un 

14.85 % en la llniversidad Autónoma de Olapin;¡o, y un 21.92 % en la 

Escuela Nacional de Estudios Profesionales de CU4utitl6n Izcalli, 

aducierdo una seropoeitividad, del 16.96 % • ¡¡ora esta tecnica. 

Se obtuvo un 83.39 % de eeronegatividad con la microtecnica 

inmunounion en mancha ror-ELISA, y un 85.51 % de eeronegat!v!dad con la 

tecn!ca de referencia CI.F. I.). lo que indice una diferencia de 

seronegatividad entre ambas técnicas del 2.12 %. 

Por lo que de las 242 muestras confirmadas como negativas por 

medio de la tecnica de Inmunctluoreacencia Indirecta, 235 resultaron 
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negativas con la mieroteeniC:a oor-El.ISA. De las 41 muestras 

seropoeitivas con IFI. 48 resultaron positivas con oor-El.ISA. Por lo 

tanto se determino que la eepecificidad de la prueba IX1r-ELISA es 97 % 

la sensibilidad del 117 % • 



PRJCED!JICIA IUBD IE IMlmJ IE 'IOIM. IE RliCIM'AJE 
NflaTillCS l'almval llllBl1IAS IE. 

U.N.A.M. 
Flla.ILTAD 61 7 158 10.29 !11 
QIIMICA 

1JNI\/l!RIIIW) 
AtnaDO. IE 89 12 101 11.88 !11 
aw>:nm 

E. N. E. P. 
aJAl11TllNI 92 22 114 19.29 !11 
IZCAU.I 

TOTALES: 242 41. 2113 

FCR:Dll'AJE 
PIUll!J)IO ee.s1111 14.4876 !11 
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P9XfDJICIA IUIEJD IE IUIER) IE TOl'AL IE FalCDll'A.lE 
NmATIVal pa¡rm.a¡ llJEB11WI IE 

U.N.A.M. 
FAClJLTAD 60 B 68 11.76 * 
(JJDIIO. 

IJNIVDISIIW> 
Al1I'QDIA IE 86 l.S 101 14.e:I * 
CHPIIOO 

E. N. E. P. 
cmurm.NI 89 2!S 114 21.92 * 
m:Aill 

TOTALES 23!1 48 283 

l'CRCEN1'll.JE 
PRCMmIO 83.39 * 16.9611 * 
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Flm:'UnlCIA DE INDIVIIJJCS o:ltl 1\Nl'IaJFRPOS camll\ TC!XQQll!!!!!la mlmi1 

5ID\JN mAD. EN UNA POBLJICION APllllENfEMEm'E SANl\ 

~TIVQ3 TOTAL ~ DE 
SERCl'OOmVI!Wl 

17 - 21 14 109 123 11.38"' 

22-26 18 97 115 15.65"' 

27 - 31 9 36 45 20.00 "' 

• TEX:tUCA DE INMlJNJFLUORESCEIA INDIRErt'll 

Flll:X:UENCIA DE INDIVIIJJCS o:ltl ANI'la.JEllFOS COl'ffilA T0X9Cl!!SJD!l Sll2D1il 

smtJN EJlllll, EN 00 POBLJICia-1 SANA. 

EDAD sm::f'CSITI1/05 

17 - 21 18 

22-26 20 

27 - 31 9 

105 

95 

36 

•• nx:NJ:CA DfllllOJNION EN MANCHA coar-ELISA) 

47 

123 

11!5 

45 

~DE 
SJ:B:'f'CeITIVIDAD 

14.63"' 

17.39"' 

20.00 % 
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PORCENTAJE DE SEROPOSITIVIDAD SEGUN BDADi EN UNA POBLACION 

APARENTEIOINTE SANA CON LA TECNICA DE INJIUNOFLUORESCENCIA -

INDIRECTA> 
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PORCENTAJE DB SEROPOSITIVIDAD, SEGUN BDAD1 EN UNA POBLACION 

APARllNTEllENTE SANA CON LA MICROTllCNICA OOT-ELISA ~ 

17-21 22-26 
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f'OB[ACic:tl JIP~ SANA 
IEllXlCION IE M!'Ialm'OS ~ I¡¡ G 

PARA T911PPIMAO ll!Dlii ~ C I.F.I l 

REX:IPRXX> m. NUMml DE Pt1tCElmJE 
TITULO l'almvte llE 

_o:DIFIOIX> I¡¡ G/!UlilL POOITIVID11D_ '-

1:2 2/41 4.67' 

1:4 2/41 4.67' 

116 3/41 7.32' 

1:16 6/41 19.41' 

1:32 6/41 14.63' 

1:6:4 4141 9.76' 

11126 4141 9.76' 

1:~ 3/41 7.31' 

1:1512 2/41 4.67' 

1:1024 2/41 4.67' 

1:2046 1/41 2.44' 

1:4096 l/41 2.44' 

118192 1/41 2.44' 

1:16284 l/41 2.44' 

1:32768 1/41 .2,44' 
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POBIACION l\PARENIDIENI'E SANA 
DEI'EXX:ION DE ANl'ICIJElll'OS Cl.J\5E Ig G 

PARA Toxopl!!!!!P!! !IQll!!ll CXlN COOT-ELISAJ 

lm::IPROCX> mL IUlfBJ !E FCRCENDIJE 
TITULO Ft6lTNl9 !E 
CXDIFIC1\DO Ig G/'l'C11'AL FCSITIVIDl\D 

112 3/48 6.2' % 

114 3/48 6.2' % 

1:8 4/48 8.33. 

1:16 10/48 20.83 111 

1:32 6/48 12/SO 111 

1:64 !l/48 10.42 111 

1:126 4148 8.33111 

112!16 3/48 6.2' 111 

1:!112 2/48 4.17 % 

1:1024 2/48 4.17 111 

112048 2/48 4.17 111 

1:4096 1/48 2.08 111 

1:8192 1/48 2.08 111 

1:16284 1/48 2.08 % 

1:32768 0/48 o.oc% 
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IX.- D I S · C U S I O N 

De las investigaciones de eeroprevalencia. realizadas por Velasco 

y cols., en 1989 - 1990. en la Encuesta Nacional SeroepidemiolO;rica, se 

destacó una variación en cada una de las Entidades Federativas. 

observdrdose una mayor prevalencia en las :regiones costeras de los 

litorales al SUr del Tr6pico de Cancer. 

La. prevalencia encontrada por los autores en el Distrito Federal 

fué del 31.0 % de 2664 sueros. y en el F.stado de México fué del 32.l % 

de 264 sueros. utilizardo la Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta. 

Comparan:lo nuestros resultados con el estudio mencionado. se 

encontró una prevalencia promedio del 15. 72 % : para ambas técnicas; 

CIFI Y OOT - ELISAL ol:eervarxlose una variación ca.si del 50 %, con 

relacion al trabajo anterior. Ea posible que esta diferencia ol:servadA 

en nuestro porcentaje de seroprevalencias, se deba a que nuestras 

muestras provenían de individuos universitarios jóvenes, ya qua la 

incidencia de esta parasitosis. tiende a aumentar con la edad. cano lo 

han demostrl>do diversos autores. CB,40. 71, 77). adjudicando ademas el 

hecho de que el numero de muestras procesadas. en este trabajo fué muy 

reducida. 

Sin embargo. este hecho: no descarta la existencia real de 

esta infección. dada la caracteristica cosmopolita de dicha 

parasitoeis. lo cual hace necesario realizar un estudio de continuidad. 

e intro:lucir técnicas o variantes a estas. que determinen infecciones 

en forma precoz. 

F.n cuanto a la distrib.Jci6n del nümero de personas positivas por 

grupo de edad. se olleerva una prevalencia mayor entre los 27 - 31 anos 



de edad, en ambas técnicas, y loe t!tuloe que se detectar6n con mayor 

frecuencia fueron de 1:16 y 1:128, para ambas técnicas. 

Eh nuestro estudio consideramos importante trabajar con tituloe 

de corte de 1 : 2. dado a que en muchas infecciones toxoplasmosicas 

dan titulce sumamente baJoe y no son detectodos, cuando se trabaja con 

titules de corte de 1:16. Se pensaria que al trabajar con titules de 

corte de l: 2 , traerla como cor.secuencia resul tadoe falsos posi tivoe, 

por fenómeno de cruce inmunológico: pero estudios de Frenkel. afirman 

que s6lamente ~ 1!21ltii. puede cruzar con ~ 

~.J. paresitos de felinos y roedores: que no infecta al homb<e. 

Se hace notar que existe wia discrepancia cualitativa, por mayor 

sensibilidad entre la técnica de Inmunofluorescencia Ind.irecta y la 

Microtécnica oor-ELISA. a favor de esta tHtima.como se muestra en lee 

eueroe con t!tuloe bajos ( 1:2 y 1:16 J. en ambas reacciones. 

Al realizar un analis!s eetadistico. en relac!6n a loe 

porcentajes. de seropoe!tividad dados por las dos técnicas. se ol:leerva 

que no hay diferencia significativa, a un intervalo de confianza del 

95 *· por lo que, en relaci6n a los tituloe observadoe en IUllbas 

técnicas se determino un coeficiente de correlación de r • 0.8694, F • 

1.5775. 

Lo que de acuerdo a lo reportado por Michael Pappes. hace 

referencia, de un coeficiente de correlación de 0.895 : entre la 

tecnica de Inmunotluoreecencia Indirecta referencia ) con la 

microtécnica OOT-EI.ISA. aduciendo que existe equivalencia en 

sensibilidad y especificidad entre estas doe tecnicas. por lo que 

corresponde a nuestra técnica realizada, podemoa decir que se aproxima. 

a los resultados ya establecidoe por Pappas y cola.: (1988). 
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CONCLUSIONES 

Habiendonos percatado que la prevalencia de Anticuerpos contra 

Ioxoptasma ~es considerable en nuestra población y que ademas un 

porcentaje importante de nuestra población Juveni 1. en edad 

económica.mente activa.. se encuentra infectada.. resulta necesario tomar 

medidas de control sanitario que nos puedan llevar. ha conocer mejor el 

deearrollo natural de este padecimiento. Ya que cuando esta parasitasis 

ee presenta con terma.a sintc::im6.ticas resulta compleja y d.iticilmente 

llega a diagnóeticarae oportunamente. produciendo posiblemente en este 

porcentaje de afectados. secuelas graves. Para lograr esto los 

estud.iosos en la materia, deberdn enfocarse a diversos aspectos 

involucradbs en esta enfermedad. desde el dmbito sociocultural. 

biología del par&sito. estudio de reservorios asi como. el aspecto 

clinico como otros: de esta manera podemos prevenir y tratar 

oportunamente esta parasi tos is. 

En nuestro campo. clinico-médico: se hace suponer que la 

existencia de nuevaJ!I tecnicas, cuyas caracteristicas ofrezcan ventajas, 

que suplanten o sean equivalentes a lae ya establecidas. ayud.en a 

realizar una mejor vigilancia ep1dem1o16gica de esta p&-asitosis. y ser 

una herramienta m4s en el serodiagn6stico precoz. particularmente en 

las regiones rurales y poblaciones pequetlaa. donde el equipo eea el 

minimo. para ser transportado. 

En esta ocasión se ha demostrado que la Técnica oor-ELISA. mostró 

gran sensibilidad y especificidad. ademas de ser una prueba sencilla. 

que no requiere de material o equipo complejo, para su realización: 
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cualidades que la hacen superior a la prueba de referencia 

Inmunotluorescencia Irñirecta: (prueba utilizada en este estudio) -

por lo que la Tecnica oor-ELISA, puede utili'""1"99 cano prueba 

alternativa en el diagnóstico de la Toxoplasmosis. 
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XI.- A P E N D C E S 

A. l\PENDICE No. 1 

PREPl\RACIOO DE REACTIVOS 

l. runortiguo.dor de F°"tatoe 5alino (PBSJ 

1.1 SOlucion Modre 

al Fosfato Dis6dico Monchidrógenado (Na._HPO.¡l 0.1 M. 

Na .. HPOq 14.196 g 

Agua Destilada .c.b.p. 1 000 mi 

~) Fosfato de Sodio Dihidrogenado (Nali PO J 0.1 M. 

Nall~POy • H.¡_O 13.799 g 

Agua Destilad4 .c.b.p. 1 000 mi 

C) SOiución de Cloruro de Sodio (NaCl al 0.15 MJ 

Cloruro de Sodio 8.766 g 

~ DestilOlda .c.b.p. 1 000 mi 

1. 2 runortiguo.dor de Foetatoe Salino CPBS) pH 7. 2 

Na,_HPOy ( Solución Madre "a") • • 71.5 mi 

Nall.._PQ,,, ( Solución Madre "b"l... 26.5 ml 

NaCl 900.0 mi 

Mezclor completamente y ajuetor a pH 7.2 - 7.6 con NaCll 

0.1Mo11:1 0.1 M •i es neceeorio. 

1.3 Diluyente del Conjugado 

A 19 mi de SOluci6n runortiguadora de Fosfatos. pH 7 .2 

agregar 1 mi de 1lfm BO. 
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1.4 SoluciOn de Evo.ns 1: 1000 (Colorante de Contraste) 

SoluciOn de Evo.ns al 0.5 111 en P!B, pH 7.2 ...... 200.00 mi 

ligua Doetill>da .•.•••.••..•. c.b.p. 1000.00 mi 

1.5 Liquido de Montaje pH 8.!5 (glicerina amortiguada). 

aJ Amortiquador de Foeratoe Salino (PllS) · pH B.!5 

Na.._HPO.., (SoluciOn Madre a) 

NaH,ro~ (5oiuci6n Madre b) 

NaCI 0.8!5 111 ..• , •.• 

94.5 mi 

!5.5 mi 

900.00 mi 

Mezclar coaipletamente y ajustar a pH B.5 con Naai 0.1 NO 

HCI O .1 M si es necesario. 

b) Glicerina Tamponada 

Amortiquador de Foetatoe pH e.!5 1.0 volumen 

Glicerina ••••.•••••• 9 .• 0 volUMn~s 
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l\.l PREPAAACION DE t»UNIUAS DE lOO'IGm:l 

PREPlUlACION DEL Al/l"IGEN:l 

Se utilizo una cepa llH de TOXQplaem !ll1!ltti donada por 

el Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia 

J:Pidemiológica. S.S.A. que lllll?1tiene su viabilidad por pal!!e 

intraperitoneal en ratones NIH. 

Obteniendo el exudado peritoneal de los i·atonea infectados con 

72 horas de anticipación. Al exudado peritoneal (0.5 - l.O mi l 

se le al'!aden !O.O ml de solución saliM formilada-PBS pH 7 .2 al 

2 %, mezclar perfectamente y lllll?1tener en reposo por 45 minutos 

a temperatura ambiente. 

Centrifugar el eol:nnadante a 2 000 r.p.m. con el 

objeto de eed.imentar loa toxoplasmas obtenidoe del exudedo. 

Deseehar el soltenadante. ..-.ispender loe Or\laniSl!lOB en 

PES pH 7.2 y e«limentar nuevamente: repetir el lavodo tres 

veces. resusperx1er el sedimento de organismos en suficiente PBS 

pH 7. 2 para ajUlltar a 300 - 400 Or\lanismoe por campo con 

objetivo seco fuerte colocadoe en la placa. 

Utilizarño una micropipeta de 9 ¡.il. ae resuapende esta 

doeificaci6n de antigeno en los doce campos del portaobjetos 

2. 5 x 7. 5 cm. y eecar completamente a temper4tura ambiente. 

Almtlcenar en caja para portaobjetos a - 20°C hasta su uso. 



APDIDICE No. 3 

A.1 PREPAAACION DEL ctWOOAOO 

El conjugado se obtuvo de una fuente caoercial, uti lizondcee 

de acuerdo a las indicaciones del proveedor, este se debe 

preparar en el momento de usar a la dilucim óptima de trabajo 

con Azul de Evana pH 7.2. 

A.2 Dilución Optima del Conjugado 

Titulación del Conjugado 

El conjugado de Ig G marcado con Ieotiociocianato .de 

Fluoresceina se deber& titular cada que se cambie la !&.para 

del microscopio de epitluorescencia o cuando se emplee un nuevo 

vial de conjugado para conocer la diluciOn óptima de trabajo. 

Realizar diluciones """iadas al doble, de loe 9Ueroe 

control positivo ( + J hasta dos diluciones por arriba de la de 

referencia. 

Preferentemente "" emplea un auero po11itivo con titulo alto. 

dilución 1:512 y un l!ltlero positivo con titulo bajo 1:64. 

Del 9U8r'O control negativo (-) se realiza una W>ica 

dilución 1:16. 

Se sigue el mismo procedimiento que ya se ha mencionado 

pag. 27 J. colocando laa diluciones de los suel":>S control 

como se esquematiza a contiruaciOn. 
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El conjug<ldo Ig G-IeotiocianAto de Fluoresceina es 

preparado con PHl pH 7. 2 y Azul de Evans (como colorante de 

constraete) O. diferentes di!UciOM9 ( 1:10. 1:100, l;:!OQ, 

1:2000, etc.). 

Se empleo. una lo.mini! lo. por cedo. diluci<>n del conjugodo 

que ae va a ermayar. 

La diluci"n Optimo. sera aquello. en lo. que se ob!erve 

una reaccion positivo. exact<11DOnte en el titulo conocido de loe 

aueroe control negativo Cpo.g.30). 

1 129 zs& Sil. 
o o • 

l o o • 16 3l "" 

f Control positivo o. titulo alto 

~Control paiiitivo a titulo bajo 

e e-> Control negativo 
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APDIDICE N.- 4 

A. l PREPAR.>.CION DE RD.CTIVCS PARA lA MicroI'El:NICA ( oor-ELISA l 

l. J\mortiguador de Fosto.toe So.lino (P!fl). 

Prepo.ro.rse en lo. femo. irdico.da. en el APDIDICE I. 

sólo se deberll o.justar lo.(s) solución(es). o. pH de 

7.2 y 7.6. con Naai 0.1 N ó HCI 0.1 N si es 

necesario. 

A.2 Solución de PBS-TIIEl:li 20 al 0.05 % 

Solucion de PBS-20 • • • . • . . . • . . . . 50 ul 

Solución amortiguo.doro. de Fosfatos (pH 7 .6). 100 mi 

(Realizar un aformo con un matraz de 100 ml. para 

obtener una solución de PES-11\'EEN 20 al O .05 %) 

A.3 Leche SVeltes al 5 % y 3 % • 

Leche SVeltes o.I 5 % 

l\guo. Bidestilo.do. 

5 gr 

100 ml 

(Reo.lizo.r un o.foro con un matraz de 100 mi para 

obtener una suspención bloqueo.doro. de Leche SVel tes 

o.l 5 %). 

Leche SVel tes o.I 1 % -&>lución Diluyente de (los) suero(s)­

Oe la suspenci6n anterior. se tcaan 20 ml y se afora 

o. 100. con PBS pH 7 .6 • 



A .4 SOIJJCION DE sro::K 

4-Cloro-1-Nattol 

Metanol 

SoluciOn de PBS pH 7. 6 

PerOXido de Hidr"1eno 

3 mg 

1 mi 

5 000 U! 

.q.c.p. 2 ul 

A.5 SoluciOn de PBS-FOOM:ll. al 2 % • 

Formol comercial . . . 

Solucio de PBS pH 7.2 

2 ml 

98 ml 



A P EN D I CE N.- 5 

A .1 PREPARACION DEL ANTI GENO. 

Para la obtención de una b.lena cantida.d de antigeno de ~~ 

ggn;;;!ii. es necesario infectar a un lote de 26 ro.tones NIH, con un peso 

~proximado de 25 a 30 gramos. los cuales seran sacrificados en un 

periodo de tres dios. 

El exudado peritoneal obtenido de dichos ratones. se vierte en un 

tubo de vidrio esteril i20.do y de peso conocido. al que se le !ll'!ade 

10.0 mi de solución salina fonnilada al 2 % pH 7.2. para fijar al 

antigeno de L. ~: dicha suspenci6n se homogeniza, y se mantiene en 

reposo por 60 minutos a temperatW"a ambiente. C.On el objeto de tener un 

~obrenadante rico en toxoplaamaa. se resusperde la susptJnción, 

utilizando jeringas del Num. 22 y del Num. 27. tres veces con la misma 

solución fonnilada de fosfatos. y se deja reposar durante 24 horas, 

para 1 isar las ce lulas contened.oras de Toxoplasma gQl}'.tii. se toma con 

mucho cuidado el eobrenadante y se coloca en un tubo estéril. para 

centrifugarlo a 2,000 r.p.m.: durante media hora, con el objeto de 

sedimentar loe toxoplasmas obtenidos del exudado. 

Una vez eliminado el sobrenadante. el sedimento es diluido 1 :10. 

con una solucion B.Jffsr de Fosfatos CP!lS pH 7.21. para resuspender, el 

sedimento obtenido. Dicha operación debera realizarse tres veces 

consecutivas. con el objeto de eliminar los leucocitos y las células 

endoteliales propias del ratón. 

En cuanto a la concentracion. óptima del antígeno: para 

se119ibilizar microdiscos de nitrocelulosa. debera contener ~ 
4 

cantidod d~ 2.5 x 10 per4sitos (1.44 ug de proteina). 
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Para realizar un conteo optimo de células viables. se adiciona lJllS 

gota de azul de metileno, a la suspencion celular. al manento de 

realizar el centeno de células en la cMldra de Neubauer. utilizan:::lo la 

siguiente formula: 

No.: de células X :1:~c5:0 (lO) X :~~:;di~c= 

DILUCION 

Una 

No.: de Cuadran 
tes -

(10,000) 

No.· de c'élulao deseadas por rlll. 

vez ajustada la concentrac10n de 1 anti geno se 

sensibili:::a.n los micrcdiscos. con la ayuda de una pipeta Hamilton. 

adicionarido 1 ul. de la concentraciOn optima del a.ntigeno. en cai:ia. 

microdisco. que deberan secarse en la estuga a 56 c. y posteriormente 

guardarse a 4 C. paro. uso posterior, conservan:io las propiedades 

antigenicas de I=Ji.1.§m !:IQl]!;IJ_¡_. 

l\. 2 PREPARACION DEL C'OMJOOA!Xl. 

El conjugado se obtuvo del Centro Nacional de Parasitologia 

Animal. utilizando la Solución .0.lffer de Fosfatos <PBSl pH 7 .6. como 

d1luyent•;i. y las irrl.icaciones del proveedor. se prepara el conjugado. 



A.3 DILUCION CPTIMA DEL OJNJOOAOO 

El conjugado con peroxidasa ee debera titular. cada que se emplee 

un nuevo vial~ para conocet' la dilución optima del conjugado se 

realizan diluciones seriadas al doble. de los sueros control positivo 

C+l hasta dos diluciones arriba de la de reterencia. 

Preferentemente se emplea un suero positivo con titulo alto, dilución 

1:512 y un suero positivo bajo 1:64. 

Del suero control negativo (-l se realiza una t:mica dilución 

1:16. Se sigue el mismo procedimiento ya mencionado en la microtécnica de 

OOI'-ELISA. 

67 



ANALISIS KSTADISTICO 

HIPOTKSIS 

Hº IFI = 

IFI = 

DATOS 

OOT-KLISA (Bl porcentaje de seroposi tividad entre las dos 
técnicas son igua1es ) 

00'1'-ELISA (El porcentaje de seropositividad entre lea dos 
técnicas son dif'erentes) 

PIFI = 41/283 = 0Jl449 

PDOr-KLISA= 47/283 = 0•1661 

KSTADIGllAFO DE CONSTRASTI! 

-6. 

p q 

Z = (O.t1660 o = Oa2726491 

(011569)(0111438)(1/41 + 1/47) 

zcal1= 0•2726491 

z = 1.a96 
~~~ 

llO HAY DD'llRDCIA SIGllIGICATIVA KN KL PllllCl!lft'AJll DIE 

SllROl'OSITIVIDAD, 11N CUANTO A LAS DOS '!llCllICAS A 

!!!! !!!!!!. !!! ~ .!!!!!. ~ ! 

68 



mm:cim IS Mnam:POS l& g COftllA ";'o!Oplaw aondJ.1 Fal 

'!lalICl mi ~U llCDIBKt"l'A IX UM l'OBUCIOI 

5 A JI A 

¡:: LOGlmlll ,_,.. 
1 

1111.mmo .......... "' X1 - X 
COOll'ICADO CXlOIFIC.\00 POB1TMDID 

(Xi - l ,2 ... 013010 . 0'6020 1- 112775 

1:' ,,_ • """" º'""' 
1: e º""" 3 """" 
1:115 112G11 . .. 

O> ~ 
1 1:5051 ' 9"1306 

co 1: 51 , .... 5111382 .. . ..,.. 
1:1215 !:!2!! zmm ¡ A ¡ a1czee 1 61~93 1 42:8933 

~ 

1:512 .,,.,., • 51A186 315391 ... .... 
1:1QZ.I 3J()lOJ • """" ·411411 1711"07 .. .,. 313113 1 3'3118 ,,.,318 
1: Cl96 .,,,.. 1 31612• ,,.,.., 3'0029 

1: 8192 319154 1 319134 2"'339 <1111367 

1: 16284 .. 121111 ...... 
1: 327619 "1Sls.t ''""' 

MezilllMo 11" Tel'4DQl.O~ CEim\Di~ 

tn'»'" :X::.~::. ~:.\.&19s · 

" "' 
VAA1uci~1 51,. iLt+-X\2. s~.:.'-"liF¡ 

l'\•1. "'IO 

De11!1P00\l .S=f..i.(Xl-X12:-.t.S1S't' 
=SlA~09r,I'\ '1-I 

l\ba~iu1. aniili ll·B1'S)(OJo10); 

~~~~'A::. 41\1.1oa (0.S',su= '·'~"º 
g: 
r-- ~ 

=~,..~ -· ~ 
1:::2 
~ r;:f 

en 
~~ 

Cl:7 ~ es= 
r-
e=­_,......, 
~~ 
;:¡¡,,, 



=
 1 ~ ~ ! ~ 1 1 ~ ! 1 1 ; ; ~ ~ ~ 

lil 
n 

• 
• ~ 

O
 
•
•
•
 

N
 

N
 

N
 

" 
" 

" 
C

 

1!1 ! 1 1 ~ ~ ~ ~ ! ~ ; ~ i 1 ~ ~ 
l!r ~ ; ~ ~ ~ ~ ; ~ ~ ~ ~ ! ~ ! B

 

7
0

 



INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA RAZON DE LAS l/ARIANCIAS DB DOS 

POBLACIONES CON DISTRIBUCION NOIUIAL• 

Inforntaci6ri • 

TKCNICA DE IFI TECNICA OOT-KLISA 

º2 = 47 

s~ = 7:9 

Grados de Libertad del numerador = 40 

Grados de Libertad del denominador= 46 

Intervalo de confianza O... = ~05, para la razon de les varian­

cias de las dos poblaciones con distribuci6n normal°' 

F , 025 = 46/40 = 0~5319 

s~ / s2 {f 2 
2 1 

= ---= 
F,975 (f 2 

'l. 

~ es,"-
1•68 <J",_"-

F , 975 = 40/ 46 = h86 

F ¡025 

0>8392 

0•5319 

0•4464 ~ = 125777 

~ 
A este intervalo se le dan las interpretaciones probnbilisticna 

y prácticas apropiadas:¡ 
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632 Apindice Apinditt 

633 
Tabll J (Continuaci6n). 

Tabla J (Contin111ci6n). 

F.,, 
~rado1 de 

Gradoi de Ubertad del numerador .. "º .. Gn:dosde =~~~r 10 12 U 20 24 JO 40 
libertad del 

G11d05 de liberad del numendor 1010 1014 IOll denominador 1 ' l . ' 6 7 
968.6 1176.7 914.9 991.1 ";~ 1~~4' '"' 39.47 ]9.41 19.49 Jll.50 

1 161.4 ,,,, 215.1 224.6 ll0.2 2J4.0 lJU lll.9 l<OS 

lll.40 )9.41 39.4] 3:·~~ ~.·12 1...01 14.04 ll.99 ll.9S ll.90 

' llJil 19.00 111.16 19.lS 19.lo 19.]) 19.lS 151.ll 111.Ja 

1:::~ 1:~ 1::~ 1
sJ6 Úl 1.46 1.41 IJ6 l.JI .,, 

l 10.ll ,,, 
•.21 '-12 9.01 1.114 .... ... , .... M7 ••• • 7.71 ... 6'9 6J9 6.26 ... ... ... ... 6.4] 6JJ 621 Ul 6.11 6.12 .... 4.U 

Ul Ul 
S.17 s.12 5.07 s.01 .... 

4.14 5 ... 5.79 S.41 S.19 s.os 4.H 4.11 .., .,, 
5.'6 "' '27 

4.42 U6 4JI ..., 4.20 

• '·" 114 .,, 
<Sl <J9 rn <JI 4.U 4.10 

4.67 4.'7 4.47 
l.73 ].67 

4.76 
4.00 l.H l.19 '·" J.71 

7 ·l.59 4.74 4J5 4.12 ~ J.117 l.17 l.79 J.7] l.61 

<JO uo 4.10 
).67 l.61 ,,, J.SI J.4S l.]9 JJJ 

• SJl .... 4.07 J.14 169 lSI lSO '·" ]Jg 

'·" l.17 l.77 

• J.12 '"" '·" J.6] '·" lJ7 J.l9 l.ll J.11 

J.42 U7 JJI lJ6 ,.,,, ... l.OI ID J.72 Ul U? 
J.ll l.17 J.ll 3.06 J.00 2.94 2.11 .. ... 4.IO J.71 J.41 "].]] l.22 J.14 ,..., 

3.ol 

11 w ].4] w 
J.07 J.Ol 2.96 2.91 2.1> 2.79 2.72 

1 ... J.111 ,,, 
JJ6 JJO l.09 ].01 2.9' 2.90 

12 3J7 J.ll J.11 
2.95 2.19 2.14 -1.71 2.72 .... 2.60 

2 4.7' l.19 l.49 , ... 
'" 100 . 2.91 U5 l.IO 

" 
,., ].IJ J.OS 

2.7' l.7l l.67 2.61 us l.49 ,, 4.67 lll l.41 ).11 J.0] l.92 2.IJ l.77 l.71 

" J.U J.OS l.9l l.14 

" 4.60 J.74 lJ4 ·1.11 ,. .. '"" 2.76 l.70 '"" 
2.76 2.70 2.64 u• U? ,., 2.<0 " l.06 2.'6 2.16 
2.61 2.6l U7 UI 2.4! 2.ll ?J? 

" U4 '·" l.29 J.06 . 2.90 ,,, 
2.71 2.64 ,,, " 2.99 2.89 2.79 

2.62 ,,, 2.50 2.44 . lJI ?Jl = " 4.49 Ul J.l4 ].01 2.ll 2.74 2.66 ?S• 2S4 

11 l.92 2.12 2.72 
2.'6 uo 2.44 ?JI 2J? 2J6 2.19 

11 . ., ,,, )JO 2.96 2.11 2.70 2.61 ?S5 249 
" 

,., 277 2.67 
2.4' 2J9 2Jl 2J7 2.20 2.ll 

11 ·UI w ].16 2.9) 2.77 2.06 UI ?SI 2'6 

" 212 :.~ 2.62 UI 

" 
.,, 

]Sl l.1] 290 274 2.6l 2S4 241 242 

l.'6 241 lJ> u• = 2.16 209· 
,. 2.77 2.6' ?S1 

242 2J7 lJI = 2.11 2.11 2.06 
20 .,, J.411 J.10 217 2.71 260 UI 2.4S <g) 

21 2.73 2.64 LJJ 
lJ9 lJJ 2J7 UI 214 2.01 2.00 

21 <J? ).47 J.07 2.14 l.61 2S1 .... 2.42 

ll 270 HO Do 
2J6 lJO U< w 2.11 2.04 1.97 

22 "º l.44 1.os w 266 2.,, 2.46 2.40 2J4 
" :Z.67 2S1 247 

2ll 2.27 2.21 rn ... 2.0I 1.94 
ll 4.21 J.42 ].O] uo 264 Ul 244 2S1 lJ1 

" 2.64 2.'4 '.!.44 

24 4.ll l.40 J.01 27! 2.02 2JI 242 2J6 lJO 

2JO u• 2.11 2.11 205 1.91 1.91 " 2.61 UI l.41 ,.,, = 2.16 2.09 2.0] 1.9S 1.11 
13 ••• lJ9 2'9 276 2.60 2.49 240 2.]4 2.21 

" 2J9 2.49 l.~ .. ,_,, 2.19 21] 207 2.00 1.lll l.IS 

" •.n lJ7 .... rn 2J9 w 2.]9 2J2 2J7 

27 2S1 247 ? .. l6 
:?,?] 2.17 2.11 2.0S 1.111 1.91 1.ll 

27 '-21 JJ5 2.96 2.7] 2'7 .2'6 2J7 2JI = 
" 

,,, ,., ,_,. 
:..21 w 2.09 2.0l 1.96 1.111 1.11 ,. 

<JO JJ< 2.9S 271 2J6 243 2.l6 = 2.24 

" Ul 2.4) ?J2 

" •11 ]J) ·2.9] l.70 U5 2.43 ...,, •2.21 = 
uo 2.14 207 201 .... 1.17 '·" 30 ?SI 2.41 lJI 
!07 2.01 1.94 Lll 1.10 1.n 1.64 

'º ·c.17 lJ2 2.'2 .... .2Jl . .. 2.ll l.27 UI 

'º 2J9 ,_,, 2.11 
1.94 ·1.11 •J.12 1:7·f 1.67 IS! 1.41 .. .,. l.ll ,2.14 20! ~., lJ4 2.13 ·2.11 2.12 

.. U1 2.17 2.06 
't.69 !t.61 '1.5] 1.41 !JI .. .... J.IS 2.76 2Jl 2J7 l.13 U1 2.10 2.06 

"" :z.os 1.94 ·u1 1.76 
1Ji7 .. ~1.41 ·1.J9 1.27 1.00 

"º 3.92 
'~' .l.M ·2.4S .2.211 ·2.17 209 202 1.96 

"" ·20l l.'4 1.1] ·1.11 .... 
l.14 l.00 2.60 lJ7 2.21 2.10 2.01 .... 1.11 



RAZON DE LAS VARIANCIAS DE DOS POBLACIONES~ 

l~- Datos : 

Vnr!ancioo niuostrnleo fueron 

2.,- Supoaici6n : 

Si de dos métodos de diagnóstico a la Toxoplasmoeie, pueden dar 

los mismos resultados en promedio, es posible _que los resulta­

dos obtenidos por medio de uno de los métodos sean aás variables 

que loe resultados del otro;i 

3~- Hipótesis : 

H
0 

(í,.t.scr~ 

HA Qj:t.. > (J: 
4-l- Estadistica do Prueba 

2. 2 
R•V.i = s1 / s2 

5;- Distribución de la Estadistica de Prueba;¡ 

Cuando la hipótesis nula es verdadera• la estadística de prueba -

esta· distribuida como F con n-1 y n-2 grados de libertad.a ; 

64- Regla de Decisi6n : 

Sea o( =.lOS~ El valor cr!itico de F, encontrado es de 2~39 

(ver tabla J Percentiles de la distribuci6n F) 

7 ~- Estadistica de Prueba Calculada 

RJ V.i = 6>63/ 7"19 = 0•8392 

8-l- Decisión Estadistica.a Ho puede rechazarse Ho, ya que 0~8392 S: 2~21 1 

es decir, la raz6n calculada, cae en la regi6n de aceptación.a 

9.1- Conclusi6n 

No puedo concluirse que lee das voriancias no sean iguales:i Dado que, 

R.a V.:¡, Calculada ea de 0:8392, es 11enor que 1~96, el valor p, para e­

ta prueba es inQOr que 0.¡10.a 
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METODO I METODO II ·.'3 y2 X y XY 

º'6020 0.9030 0.3624 0.'8154 0,5435 

1.2042 1.-8063 1.4501 3,2527 2.'1751 

2.7093 3,5124 7,3403 13..-0494 9.-7871 

9•6328 12.-0410 92.7908 144.9857 115.•9885 

9.-0306 900306 81•5517 81 .. 5517 Bl.-5517 

7.•2248 9,0310 52.•1977 Bl.-5590 65.·2472 

8.4268 8.4268 71•0447 71.·0447 71.-0447 

7.2246 7•2246 52.•1948 52 ... 1948 52'1948 

5•4186 5•4186 29,3612 29•3612 29.-3612 

6•0206 6•0206 36,2476 36.2476 36•2476 

3.3116 5,5225 10.9667 43.8568 21.;9314 

3.·6124 3.6124 13.-0494 13.'0494 13•0494 

3;9134 3J9134 13•3147 13•3147 15.-3147 

4.•2118 4•2118 17.•7393 17.:7393 17.-7393 

4.-5154 0 .. 0000 20•3868 º'0000 º'()()()() 

TOTAL 77•0606 81.-8771 502•0002 602•0344 532.1764 

r = 
N ~Y,;) - (IJc¡) CZY~) 

~i'j_-{Ex~ hzvf -l2:~2 

= º'8694 
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