UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES CUAUTITLAN

DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgM
CONTRA TOXOPLASMA GONDII EN SUERO
DE PACIENTES CON ABORTO INVOLUNTA-
RIO POR LAS TECNICAS DE ELISA (ENZIME-
LINKED INMUNOSORBENTASSAY) E IFT (IN-
MUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA).

TESTIS
Que Para Obtener el Titulo de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

Presenta

MARIA DE LOURDES SALDANA PAZ

Cuautitlan Izcalli, Estado de México 1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

ADreviatUraS. coveesscsscscssassacsssscsosossassssssssess
RCSUMEN sseesceraseonssrssonasasasercsserssocrsssssesoes
Introduceidn.sesseesssssrssosnsscncsssecrsncaresssrrsans
1,- Generalidades del Toxoplasma gondii .......;;;}x;y;;
1.1 Historia
1.2 Norfologzia ................................;.;Q.EQ.;
1.3 01010 DIOLOFLCO. eeverrusensrssnssrannssassessssssnse
1.4 EpideniologfB +uerseeresansrsserssnssnsararrrnssnes
1.5 Patogenia y Sintomatologfa ..
1,6 Inmunologia ............................;.;g........
1,7 Tratomiento seeeccsccrvcsovoorrsvsccrrssncccssrecsnane
2. Diagnbstico ceeicresesecsocssssncsccccrsccssnsrsssnes
2.1 Uemostracidn directa e indirecta del pardsito.......
2.2 Inmunodiagndstico ccecececrccoccccnssseccsscsocsocas:
2.2.1 Reaccién de 5abin y Feldmam c.icsvsvvocrscrsvscoes
2.2,2 Prueba de Pijacidén del complementOecsccececrosscrea
2.2.3 Prueba de ilemoaglutinacién Pasivaccsscesessoosssss
2,2,4 Prueba de Arlutinacién Directa8 .eeceeeeceriaconces
2.2,.5 Heaccidn de Inmunofluorescencia IndirectB.......s
2.2.6 ELISA R R R R LR TR AR
ObJetivoB sicocsssecssessossscscsseasccsocsconssssccsansne
Planteamiento del ProbleMB ceessssessssssssoossssssssoas
Hipdtesis .................................;......,.....

Caracterfsticas del trabajo de investigacidn ...iecvieas

12
12
13
13
13

21
22
23



Actividades parz la recoleccidn de datoS...e.eveeccsensses
Delimitacidn del universo (factores de inclusién y no

1Inclusién)..ceecseececovrescscsoscessassssosscsssessarascons
‘Caracteristicas de la muestra sieeesesccsesssssecsciesssss
PéCNLCAB .eececesocvacccsocssccrsessvosnsvosssarrovrosaers
And11848 e8tadfstiCO secreessrsronerssssnnnsonrenssssnsonas
ResuUltados s...veeeesdshiccrincrsascncsrvccrnnsncccscnascs
Andlisis de resultadod ....cececrcersarerrcraccsrssacorccns
Conclusiones ............;.7.;“".“.1:'.?;_7'.&.'.;......................

Bibliogu’i‘ .............’.‘..VV....H....'.......l....;......’

25

25
25
26
M
36
56
61
63



ABREVIATURAS

ELISA....
Irl......
AMAcccees
m......
RMA......
BHecccnes
n.....l.
7 J
Agevccose
1 SRS
D.0ccenee
) PR
Blececese
3 P,
“..0....
) | PO
L [ CPY YTy
“'..Q...
[ TR

Ensyme-Linked Ismunosorbent Assay
Inmunofluorescencia Indirecta
Anticuerpos antindcleo

“Acido Desoxirribonucleico

Acido 2idbonucleico
Bioaetria Hesdtica
Pactor Reumatoide
Anticuerpo
Antigeno

Unidades Intermacionales
Densidad éptica
nicrolitros
mililitros
decilitro

hora

ainuto

sexundo

aanometro
silimetro

£raso



Para demostrar cuel técnica serolégica para la determina
cién de anticuerpos IgM contra Toxoplasma gondii es ais reco-
mendable se hizo un eatudio en una muestra de 50 aujeres que
presentaron aborto involuntario y fueron atendidas en el Hos-
pital General de Léxico de la Secretaria de Salud,

Las reacciones empleadas fueron ELISA e IPI. Adesds ge
determind el PR y los ANA ya que éstos producen falsos positi
vos en la determinacidén de Ac IgM contra T. gondii por asbas
técnicas, Se determiné la frecuencia de 2. gondii por ser -
éste una causa frecuente de aborto.

Los resultados obtenidos indican cue 1a técnica de ELISA
fue mds especifica pero menos seasiblc que IPI. No se pre--
sentaron falsos positivos en la técnica de ELISA, en cambio -
en 1a técnica de IFI si se presentaron, de los cuales un gran
ndmero posibleasnte fueron débidos al PR. 1la frecuencis de
2. gondii en la muestra estudiada fue alta.

Se recomienda la técnica de ELISA por ser mis especifica
¥ por no dar resultados falsos positives, aunque se eaplee -
ads tieapo en moatarla y el equipo inicial que requiere ses -
muy costoso.

Se recoamienda ampliamente ¢l diagndstico de 1a toxoplas-
@osis por ser causa frecuente de aborto, y en particular que
se realice un control en aquellas sujeres que sean seronezati
vas al inicio del eabarazo,



INTRODUCCION

1.~ GENERALIDADES DEL Toxoplasma gmondii

1.1 HISTORIA, El toxoplusma gondii es un esporozoario del -
grupo de los cocciiios y fue descubierto por Nicolle y Manceaux
en 1908 en gondis, unos roedores que se mentenfan en ol Institu
to Pasteur de Tdnez y que murieron de una enfermsedad adquirida
aparentemente en el laboratorio (11, 21). Durante casi 30 —-
aiios, el pardaito fue poco conocido, obacuro, sin amyor imporee
tancia, sabiendose sélo que podfs producir enfermedad en anima-
les de laboratorio y que habfa sido deacrito en una serie mis =
de animalea, No fue sino hasta 1937 en aque se presté atencidn
a la paraaitosis desde el punto de vista de interds humano gre-
cias a los hallazgos de Wolf y Cowen quienes comprusban defini-
tivamente 1la toxoplasmosis humana al aislar el pardasito del ce-
rebro de un nifio de 31 dafas que presentaba convulsiones, hidro-
cefalia, calcificaciones cerebrales y retinocoroiditis (10).

1.2 MORFOLOGIA. Bl 2. gondii es un organismo delicado, ovoi
de, piriforme o semilunar de 4 a 6 micras de longitud por 2 a 3}
picras de ancho, con uno 0 ambos extremos puntiagudos o redone=
deados, En las preparaciones con Ciemsa o #right, sl citoplas
ma aparece de color asul con una masa roja y redondeada de cro-
matina, que es el ndcleo, EHate me encuentra situado mds cerca
de uno de los extremos, y en el opuesto hay uns masa pequefia te
fitds de rojo, que es el cusrpo parenuclear, En las preparacio
nea fijadas en himedo y teflidas con hematoxilina se observa que
el ricleo tiene una membrana y um cariosoma central. El 2, -
zondil aparece en las preparaciones en freaco como un CUrpo ~-
hialino, y se preienta aislado 0 en pares en ¢l exudade perito-
neal de los animales incculados, Por su morfologfa se asemeja
algo = las leishmanias, pero no tiene cinetoplasto y nunca se
le han observaio formas flageladas,



Las fotografiag del pardsito visto al microscopio elec--
trénico revelan una membrana y un conglomerado de material in
tensamente tefildo. Bste pardsito es intracelular necesario
en su forma de trofozoito., BExiste un solo serotipo y una sg
la especie. Sobrevive entre los 20 y 55 °c, se congerva a4 -
4 °C cerca de un mes (1, 7, 11, 21).

1.3 CICLO BIOLOGICO., [Lste pardsito se reproduce por fisidn
binaria longitudinal; primero se divide el ndcleo y después =
lo haee el citoplasma (8)., El cielo bioldgico esta dividide
en dogs fases: una enteroepitelial el cual solo ocurre en gatos
y felinos y la fase extraintestinal la cual ocurre en los hog
pederos intermediarios, Las diferentes etapas de reproduc
cidén del T. gondii se agrupan en 5 categorias; tres ocurren -
en la fase enteroepitelial con sus tipos morfologicos A, B8, 0,
Uy E (multiplicaecién asexual, fase gametogénica, multiplica-
cidn zexu2l, fase de ooguiste). La cuarta y quinta fese gse
dan cn el ciclo extraintestinal en las células de los hospeda
dores iatermediarios: la fase constituida por el grupo presen
te en infestsciones agudas, llamada taquizoito y la fase quig
tica presente en infecciones crénicas, llamada bradizoito (8,
26)y (rig. 1).

' Pase interoepitelial: el comienzo de &sta fase de multi-
plicacidn se detecta por la aparicidén de microorganismes tipo
A, de las 12 a las 18 hr despuds de la infeccidn; éste tipo -
se divide por endodiogenia, El mieroorganismo tipo B apare-.
ce ertre las 12 y 54 hr post infeccidn, El tipo C se presen
ta de 24 a 54 hr después de la infeccidn y se divide por ege=-
guizogonia, 21 tipo D se presenta entre las 32 hr y los 15
diay después de la iufeccidn, estos se dividen por endodioge
niz, esguizogonia y por simple separaeién del merozoito de -
la masa nuclear. £l tipo £ se presenta entre log 3 y 15 --
dias post infeccidn, 8e reproduce por esquizogonia.

Los simetos gon encoatrades en todo el intestino, princi
pialuente en el ileén de los 3 a 15 dias deapuéds de la infec—-
cidn, La formzcidn del ocoguiste sucede ¢n las células epite
liales del intestino delgado, saliendo posteriormente y alo--



__TxP Coraeni
< e nk‘

PIGURA No. 1. ((!IC?O BIOLOGICO DEL Toxoplasma gondii
21).



jandose en las heces. kn éste caso el periodo de prepaten--
ciz es de 3 a 5 dias y el mdximo de la produccidn de ooquig-—-~
tes ocurre entre los 5 y & dias. Bl periodo de patencia es
de 7 a 20 dias. El ndmero de ooguistes aliminados en heces
lleze & ser de 20 millomes por dia durante 20 dias (8, 26).

Pase Extrmintestinal: cuando el hosnedador intermediario
o definitivo ingiere cualquiera de las fres formas del pardsi
to las forwmas libres de taquizoitos comienzan a replicarse en
la lamina intestinal, atravezandola para llegar a sangre y --
linfa e invadir macrdfagos, linfocitos y granulocitos. Los
parigsitos contenidos en estas células viajan por eirculacién
portal hasta llegar a higado, pulmén y ganglios linfédticos es
to ocurre entre 3 y 7 dias, La localizacidn de bradizoitos
enquistados comienza entre la primera y segunda semana y en -
correlacidén con los mecanismos inmunolégicos del hospedador -
(26).

1,4 EPIDEMIOLOGIA, Hay dos maneras mediante las cuales —-
¢l homdbre puede adquirir la toxonlasmosis: de fuentes exter--
nas y la forma congénita (11). Jentro de las fuentes exter-
nas tenemos los siruientes tipos: a) por ingestidn de ooguis-
tes, que se ercuentran diseminados en los sitios donde los ga
tos defecan o por ingestién o contaminacidn a partir de hospg
dadores de transporte; b) por ingestidn de quistes coatenidos
en carnes gque se coman crudes o semicrudas, sobre todo la de
cerdo y res en nuestro medio. Dentro de la forma congénita
es a través de la placenta especialmente cuando la mujer sue-
fre una nrimoinfeccidn durante la gestacidn, en dste caso se
nueden oroducir abortos (caso bastante frecuente) o bien mal=
formzciones del feto, la2s cuales von a cursar sin sintomas en
el momento del nacimiento, pudiendo manifestarae semanas o me
ses después { 11 ). los factores que intervienen para su =
srinmicidn son: inmunocompetencia de la madre, virulencia e
inactividud de la cepa o capacidad de evasividad de ln misma,
integridad de la prlceata y 1le rel:cidn entre el tiempo de in
feccidn meterna y el paso trensplacenturio de anticuerpos ma-
ternos ol feto (14).



La infeceidn por T, zondii cue adquiere la madre en el -
curso del embarazo, solc es sintomf{tice en el 10 - 20% de los
ca505, pero todos los casos de mujeres cmbarazadas que adquie
ren esta parasitosis tienen el mismo riesgo de afeccibn al fe

to ( 4 ).

Se puede establecer que la toxoplasmosis es una enferme
dad de amplia destribucién geogrdfica, uniformemente reparti-
da por todo el planeta, dependiendo esta distribucién de va--
rios factores, entre los que se pueden incluirs los climati--
cos, socioeconémicos, contacto con animales domésticos, en eg
pecicl el gato (huésped definitivo del ciclo biolégico del pa
rdsito), costumbres alimentarias en relacidn 8l consumo de —-
carne, etc., ( 2 ).

La prevalencia de la infeccién aumenta con la edad, pu-—-
diendo decirse que en los grupos de mayor edad le gran mayO~=-
ria de la voblacién zlberga al pardsito (11)., Estudies rea-
lizados en México demuestran lo anterior ya que se encontrd -
gue cn ung poblacidn cuyus edades estan de O - 4 &afios el 35%
vresentd toxoplasmosis; de 10 a 19 afios el 45.2% y de 30 a 39
afios el 58% la presenté (21).

1.5 PATOGENIA Y SINTOMATOLOGIA. Aunque no es muy clara la
via de entrada del T. gondii en el hombre, observaciones expg
rimentales sugieren qgue puede ser por via nasal, oral, vagie-
nal y conjuntival,. Una vez que el pardsito tiene acceso a =
los tejidos a través de la via sangufnea, puede ser localiza-
do en log gan-lios linfdticos, cerebro, pulmones y otros orgd
nos, Fate pardasito tiene especial afinidad por el sistema =
reticuloendotelinl y por el endotelio de los vasos, y se mul-
tiplicé en las células de 4stos tejidos, Tiene tendencia a
producir exudado seroso en las cavidades orgi{nicas, necrosias
en las zonas invadidas y pequeiios focos de consolidagién y ==
aranulomatosis, con calcificacidn de las lesiones cerebrales.
Entre lcs manifestaciones clfnices de la enfermedad estd: lin
fadenopat{a, exantema, exuntema parecido ol del tifuas, menin-
croencefalitis y coriorretinitis.



En ¢l tipo congénito, las lesiones suelen ser graves y =
la calcificacidn cerebral, la coriorretinitis, la hidrocefa--
lia o wmicrocefalia y los trastornos psicomotores son comunes

(n.

Lz sintomatologfa de la infeccidn por I. condii depende
del asiento anatémico de los pardsitos en el cuerpo y del fra
do del dafio hfstico producido por los mismos. En la fase ==
aguda se reconocen los siguientes cuatro tipos de sintomas:
a) sfndrome parecido al del tifus; b) forma cerebroespinal --
con fiebre, delirio y convulsiones; c) linfadenitis febril 8i
mulando fiebre glandular; y d) crecimiento de los ganelios -
linfédticos sin ficbre, o bien sin sintomas. Los tipos ¢ y d
son los que se encuentran con mayor frecuencia (7).

1,6  INMUNOLOGIA., £l I. sondii es un pardsito intracelular
y son los conoides, organelos del pardsito, los encargados ==
del mecanismo de invasgién a las células del huesped. La c¢n-
trada del pardsito provoca una respucsta inmune del hospeda--
dor tanto del tipo humoral como celular, siendo ésta dltima -
la de mayor importancia, El primer contacto de T. gondii --
con el organismo es a nivel de macréfagos. Estos son infec=
tados y sufren en su interior la replicacidn del pardsito; en
respuesta a dsta primera invasién, el sistema inmune dispara
mecanismos para le eliminacidn del pardsito ( 9 ).

El mecanismo de inmunidad celular se inicia cuando los -
linfocitos T son espec{ficamente sensibilizados por contacto
con el T. gondii, a ésto se le denomina frse aferente, Late
contacto ocurre en el sitio de infeccidn o en los nédulos lin
fdticos del drea periférica donde el pardsito se ha instalado

(9).

Avroximadamente dos afas desapués de que han sido sensibi
lizados, los linfocitos T presentan transformacidén blastoide,
ssta transiormacidn implica aumento del tamafio celular, sinte
gis de DNA, WINA y protefnag, el materinl nuclear cambia de hg
terocramatina a cucromatina y eventuzlmente la célula sufre -
divisiones mdltiples ( 15 ).



Una vez que cstan los linfocitos sensibilizados, empiezan
a liberar mediadores, proceso denominedo fase eferente; otra
opcidn ¢ que se foraen células de memoriz, éstas circulan en
suagre y ndaulos linf4ticos y su funcidn es de responder espe
cificamente al anifgeno con el que estuvieron vpreviamente em
contacto y son responsables de la rdpida respueste que se pre
senta cuando el orranismo se expone nuevamente &1 pardsito. -
bDespuéds de 1z mewosicidn al agente infeccioso, 103 linfoci--
tos T sunsibilizedos producirin diferentes sustancies 80lu—wm
bles llamadzs linfocinas. Una de esas linfocines (MIP, inhi
be lu mirracidn y activa a los macréfaros) va a activar a los
macréfagos, éstos macrdfupon activados difieren de los norma-
les en su gran capacidad de inhibir o matar al pardmsito., ==
Una vez activado el macrdfago se presenta la fagocitosis qus
se acompaix de un estzllido respiratorio que genera la activa
cidn de una oxidesa que reduce el oxfgeno molecular hasta su-
perdxido y neréxido de hidréreno, éstos junto con iones halu-
ros y catlusa causan la muerte del pardsito; siendo digeri--
Gos por las enzinus lisosomales y liberzdos del macréfago por
exocitosis (23),

£l mecanismo mediado por anticuerpos s¢ presenta cuando
el linfocito T sensivilizado participa ea el proceso de sinte
sis de aaticuerpos. Ius inmunoslabulinzs son de tipo My G
y cumplen con la funcién de eliminar al pardsito, ya sea cola
borando =on el macréfaso o @ través del sistema del complemen
to (159).

Como ocurre con la mayorfa d4e los antigenos parasitarios
log orimeros anticuerpos resultantes de la activacidn de la -
inmvnidad son el tino IrM indicando su presencia la fase agu
da de 1o enfermedad. Posteriormente 1z aparicién de la 1gG
establece la fase crénica, Los primeros anticuerpos se mani
fiestan a partir de la nrimera semana, alcanzando 1la mdxims -
concentracidn arroximadapente al mes; logs acsundos se eleven
aproximadamente a1 doceavo dfa y 1lesan « su adximo alrededor
de los das o tres meses, La adquisicidn de resistencia des-
wuds de 12 infeceidn esta correlacionada con la aparicidag de
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linfocitos sengibilizados especificamente, macréfagos activa-
dos y antlcuerpos ( 9, 15 ). '

ml nrlnCL al mecanlsmo de 1nmunoeva516n del T Hondii
P fondil

contra 1a resnueota 1nmune que Pé'llberan lsulfdtldos que —-—
inhiben la iu516n 1lsosoma—f1ﬂosoma,

,fav recienno asi SU BU-—
nervivencia, Otra forme de: eva316n es 1a nue presenta cuan~
do se-activa el sistema ~inmune del hospedador, entonces el pa
rdsito adonte la forme de quxste y ae - recluye en el sistema -
reticuloendotelial, estableclendo an’ equlllbrio entre" el pard
sito y el nosvedador (15 Yoo Sln embarﬂo, hay procesos pato-
147icos cue romnen este eoulllbrio, resultando a fTavor del pl:S
rdsito, el cual se des enqulsta v se reaaudlza el proceso {23).
infernedades como: oindrone de Ul :eor#e, aindrome de Nezel--
hof y ifnirome de Aldrich Vlskott- ‘son de ‘origen’ congénito y

“efretan ala; 1nmun1dad medlada por células._ Los linfocitos

de estos pa c10nte no sufren transformacldn cuando son expuegs
tos a mitd 7 enos o antigenos, la produccmdn de llnfoclnas, co-
mo " MIF- ‘és-casi nula. = Hay: otro tino de- enfermedades como' -
ginurome de Hodakln Y. otros llnfomas ‘que presentan. alteraclo-

nes mllares g las anterlores‘

oue pueden conducir.-a un av--

ﬂunto en la 1nc1denc13 de inf‘ c16hes por T. ondil (15, 23).

1, 7 ' TRATAMIENTO oy Aunque "as’sulfamldds ‘han resultado cura
tivas en la toxoplasmOSLS exnerlmenbal del rqtdn, no hay toxo

plusmicida de absolutu eflcacia para el hombre.» Lw p1rimeta

mina, con sulfamidas trlples, parece que sc han emnleado con

éxito-en casos ind1v1duales. ~Con el sirulente rérimen se --
han obteniuo buenos resultados en el tratamlento_de infeccio-
nes oculares: nirimetamina: 50 mg iniciales, 25 mg'éeis hr --
degspués, posteriormente 25 mg + 6 mg de sulfamida triple dia-
riamente iurante 2 semnnns, Dado que ge puede producir ane-
mi.. m.crocitica con estas Joails de nirimetamina, es importan-
te efcctusr exemenes le sangre repetidos durante el tiempo --
quc torue el tratamiento (7).
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Jurnad wna wder caburazadn adnuiere la toxoplasmosis en
los  riseras gese. ee egtacidn y es tratada oportunamente, -
din.dinuyen las nos 1b111d”des de lesidn al nroducto, reportan-
do .1 unoy 1gﬁar¢s,nrevchL6n de 234 60% de los casos (16).

ni@dupSTigo

se tleﬂcn a dlspu.1c16n‘ua 7 e 6st1co’de'esta paragito=~

318 on' :
a) Jva&trac16n uxrecta e lndlrecta del parésxto en tegldos o
1{ouidos uel cuerpo‘j-'rv o ! '
b) .emcs tracidn de antlcuernos en suero, lfquido cefalorrauui
deo, hunor acuoso v ehudadoa consuntlva’ NE vaglnal

c) Pruebas de tlpo alérvlco (toy0plasm1na) (11 :25)

2.1 DEMOSTRACION DIRECTA ‘E INDIRECTA DEL PARASITO
fue respecta a esta. nrueba, -ge: tlene nrimerémcn e
cién de- 1av formas del toxopla ma (trof0201to >
el microscopio orulnarlo, de fase y electrénlco,
oryinicos normﬂlto como' liqulao ceialorrdquiaeo,

nerttonual, pleural vavxnal Ptc.

sias y cortes hzstoldglcos (nnn lios 11nf¢ticus,'endometrlo -
rrincipalmente), . ete,, (11), cxuminados por microscopio ordi—
aario, de fluqrcscenclg o en contraste de fase,

0 bien, s¢ purde hacer el wislamiento del pardsito por -
isoculizeidn de los vanecimenes meacionados a enimales en labo
ratorio (ratones), uswndo diversas vias,
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Los frotis o improntas se colorean con las técnicas de -
fay-Grumval-iiemsa, dright, ete. La dificultad para hallar
el T. =ondii en sus diversas formas de evolucién por éste mé-

toio, hace que no se utilice en 1lu prdctica de rutina cuando
se sospecha de toxoplusmosis humana (11).

2.2  INMUNODIAGNOSTICO. 3e disponen de varias téecnicas:

2.2,1 Reaccién de Sabin y Feldman, Descrita por Sabin y -~
Peldman en 1946 y ha sido modifica.a por diversos autores muy
ligeramente en el transcurso de los afos. La reaccién es com
pleja y ue basa en el hecho de que los toxoplasmas frescos ob
tenidos del exudado peritoneal de rutones bluncos infectados,
puestos en presencia de anticuerpos especificos y de un face-
tor semejante al complemento, el llamado “"factor accesorio",
que se¢ encuentra en el suero humano fresco, sufren una lisis
del citoplasma la cual se puede noner de manifiesto por diver
sos métodos, tn la reaccidn original los toxoplasmas modifi
cados no se tifien ¢n nresencia de azul de metileno alcalino.,

La prueba se coasidera altamente especffica, sensible y
capaz de dar resultados cuantitativos y reproducibles, L =
reaccidn comienza @ ser positiva una semana desnuds de la ine
feccidn y rseneralmente los tf{tulos se elevan rdpidamente al--
canzando tftulos mdximos entre la sexta y octava semana des--
puds de la infeccién. Bl inconveniente gue presenta esti ==
téenica es el mran rieago de infeccidn que se tiene 2l traba-
jar con pardsitos vivos, (4, 25),

2.2.2 Prueba de fijacidn del Complemento. Pue aplicada ==
por Hicolau y iavelo en 1937 para detectar anticuerpos contra
1. #zondii, In reaccidn se basa en la propiedad que tienen -
ciertos anticuervos de fijar el complemento. 3e puede consi
derar sensible en alto srado, pero no es muy especifica, por
lo que muchos sutores piensan que no se puede utilizur como -
nrueba e iondco, sino sdélo y exclusivamente en casos y nobla '
ciones muy concretas y no para estuiioa epidemiolénicos en ge
neral (2, 11, 29). :
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2.2.3 Praeba de iiemoazlutinacidn Pasiva. -~ue introducida
por Jacobs y Lunce en 1957 en el diarndstico serolégico de la
toxoplusmosis. £l método consiste en sensibilizar eritroci-
tos de caraero, previamente tanizados, con antigenos solubles
de T. rondii obtenido lel exudado peritoneal de ratones infee
tados, los cuales en onrescnciz de un auero con antiéuerpo es~
vec{fico se aglutinan curacterfsticamente en el forndo del tu-
bo. La pruebs manejada correctamente es arnliamente satig--
fectoria, s un método tan sencillo y tan sensible como 1la
reaccién de 3abin y Fgldmnn y menos peli&rosa porque no se od
nejan toxoplasmas vivos y los resultados se observan a simple
vista (2, 11, 25).

2,2.4 Reaccidn de Aglutinaeidn Directa. Se fundamenta en
la formacibén de una mplla triiimensional wvisualizable a sin--
ple vista al former un velo uniforme, consecuencia de la upi6n
de un anti-eno integrado en la pzred del nurdsito y su anti--
cuerpo aglutinante correspondiente.

Cuzndo en la formacidn de esta malla interviene el anti-
cuerpo pentamérico IgM, es posible inhibirle utilizando el 2-
ercaptoetanol. Este sugtancia tiene como propiedad 1a rup,
tura de los puentes disulfuro intercatenzrios que unen los mo
némeros; accidn que no tiene lugar en las moléculas de I2G, -
por lo aue ¢l tratamiento de los sueros con este producto ha-
ce negativa la reaccidn de apglutinacién provocada por las Igh.
La reaccidn no es tan sensible y espec{fica como la de 3abin
y Feldman y suele dar resultados confusos en sueros tratados
con 2-Hercaptoetanol o sin é1. (11).

2.2.% Reaceién de Inmunofluorescencia Indirececta. Preconi-
zada por Xelen y cols. y modificadz por Ambroise-Trhomas. Bs
una pruedba inmunohistoquimica utilizeds en la iGentificacién
* localizecién de ant{genos mediante anticuerpos especificos
conjugados con conpuestos fluorescentes. tatos conjurzdos -~
goa auy dtiles en la identificacidn rdpida de orsanismos rec-
poasables de enfermedades infeccionas o para medir los nive--
les de anticuerpos, eapecialmente en enfermedades cutoinmunes
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e infecciosas, El reactivo fluorescente mds utilizado es el

isotiocianato de fluorescefna. Los anticuerpos suplementados
con uno o dos restos de fluoresceina por molécula son intensa-
mente fluorescentes y retienen su reactividad especffica du--

rante mucho tiempo. En general, se considera una técnica al

tamente sensible aunque no es muy especifica. En la determi

nacidén de anticuerpos contra T. gondii se considera que t{tu-

los iguales o inferiores a 1:16 no son significativos; dilu--

ciones de 1:32 y 1:64 son dudosos y a partir de ésta son sig-

nificativamente positives (2, 11,25, 28).

2.2,6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Estaytég
nica se ha usado extensamcate para la deteccidn de horménas -
(30), en el diapndstico de enfermedades tanto no infecdiééas
cono infecciosas y es aqul donde tiene mayor apliéacidn{}f La
nrueba'de ELiSA puede ser competitiva, indirecta y de doble
antlcuerpo or"sandw1ch" (2, 11,25, 27).

El método competltlvo es usado en la deteccidén y semicuan
tlflcdcl6n de. antigenos. ¢l anticuerpo especifico es adsorbi-
do a; la fase sdllda, se incuba, y la muestra a probar, que su
puesta"nte coatlenc el ant{geno, es adicionada, se deja reac
cibﬁﬁr'y»chsevulda se agrega ¢l ant{zeno ligado a enzima, se
incuba_pdra permitir la reaccidn antfgeno-anticuerpo, Al adi

cionar el sustrato de la enzima los pozos que solamente con--
ticnen la enzima ligada al antfgeno muestran coloracidn, debi
do « que la inhibicidén del cambio de color en pozos con mues-
tras a probur es proporcional a la cantidad dcl ant{geno pre-
gentc en la muestra (fig. 2).

Bl nétodo indirecto se puede usar en la deteccidn y seni
cuuntificacidén de anticuerpos. Fl antf{reno -spocifico es --
udsorbido a 1lu fase sélidu, se adiciona el sucro a prohar y a
varias diluciones ase incuba y se lava, se agrege una enzima -
lirada a una antiglobulina y se deja reaccionar, en sceuida -
se adiciona el sustrato y se hace observacidn visual del co~--
lor producido.
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La ve;raducién del sustrato tiene vnor resultado un came-
bio de color as{ la cuntidad y velocidad del cambio de color
es (irectamente proporcional a la cantidad de anticuerpo en -
¢l suero probado (fig. 3).

£1 método de doble anticuerpo o "sandwich" sirve princi.
valnente para detectar arnt{genos. El anticuerpo especffico
es adsorvido a lz fuse sélida, ge incuba, se lava y posterior
nente se adiciona laz solucidn a probar que se piensa contiene
el unt{szeno, se incuba y se lava. Bajo estas condiciones, -
;e sdiciona un complejo enzime-anticuerpo (anti-antigeno), se
iacuba, se lava y se agrega el sustrato de la cnzima, el cam-
bio de color es proporcional a 1a cantidad de antfgeno en la
solucién problema (fig. 4), (19, 29).

la técnica de SLISA es muy sensible y especifica, pero
requiere un ‘ecuipo inicial bastante costoso, asf como ajuste
de todes las variantes que intervienen en le reaccidn (2).

La técnice de ELISA utilizada en éste estudio pertenece
al tipo del ;étodo indirecto para medir anticuerpo y se consi
dera que t{tulos menores de 30 Ul/ml son francamente negativos
entre 30.y 80 UI/ml dudosos, entre 100 y 200 positivos y 8 =
nertir de 200 UI/ml en adelante se toman como francamente po-
sitivos. #stos grados de afectacidn se han clasificado en 4
grupos de la sipuiente mznerat

Grupo I - menor de 30 Ul/ml - francamente negativo
grupo II - entre 30 y 60 UI/ml -~ dudosos

Grupo III - entre 100 y 200 Ul/ml - positivos

Grupo IV = mayor de 200 UI/ml - francemente positivos.
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FIGURA No. 2 NETODO COMPETITIVO DE BLISA
ENSAYO DE ANTIGENOS
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PIGURA No. 3. METQDO INDIRECTO DE ELISA PARA
MEDIR ANTICUERPO.

1,- .ntfgeno adsorbilo ‘a'la nlaca.
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PIGURA No 4 METODO DE DOBLE ANTICUERPO O SANDWICH
DE ELISA PARA MEDIR ANTIGENO.

1. Anticuerpo adsorbido a la placa,

2. Adiciédn de la solucidn a probar
(conteniendo el antfgeno).

QW

i
il

3. Adieddn de la enzima ligada al
anticuerpo especifico.

4. Adicidn del substrato a la enzima.

Cantilad de hidrdlisis = cantidad de artfreno presente.
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PIGURA Mo. 5. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA TECKICA IPI
PARA DEMOSTRAR Ac IgN CONTRA T. gondii
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PIGURR No. ¢, REPRESENTACION GRAPICA DE LA TECNICA ELISA
PARA DEMOSTRAR Ac IgN CONTRA 2, gomdii
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OBJETIVOS

Para el presente estudio se han planteado los siguientes
objetivos:

- Establecer las ventzjas y deaventajas de las técnicas de -
EDLISA e IFI en la deteccidn de anticuerpos IgM contra Toxo---
plasma gondii, y asf determinar cual es mds conveniente,

= Determinar el titulo de anticuerpos Igh contra T. gondii -
en éuoro de una muestra de 50 mujeres que presentaron aborto
previo involuntario por las técnicas de ELISA e IFI para esta
blecer la frecuencia del T. gondii en dicha muestra.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El nresente estudio se basa en el hecho de aue existen -~
un gran ndmero de técnicas para la determinacidén de anticuer-
pos IgM contra Toxoplasma gondii presentando la mayorfa de --'
ellas diversos inconvenientes, siendo las técnicas de ELISA e
IFI las que presentan mayor confiabilidad. Sin embargo, és-
tas también presentan ventajas y desventajas, las cuales se -
aclararan en el presente estudio,

El diagnéstico seroldgico de la toxoplasmosis es muy ime-
portante desde muchos puntos de vista, sobre todo, el de ejer
cer una vigilancia en aquellas mujeres que estdndo en estado
fértil sean seronegativas, pues son ellas las que egtdn ex---
puestas a sufrir una primoinfeccidén durante el embarazo por -
lo que podrfan producirse abortos (caso bastante frecuente) o
bicn malformaciones del feto, las cuales muchas veces van a =
cursar sin sintomas en el momento del nacimiento, pudiendo ma
nifestarse éstas semanas o meses después. Por tanto es con-
veniente realizarse las siguientes preguntass

¢ Bs poaible que ELISA presente ventajas sobre IFI o viseversa
en el diammdéstico de la toxoplasmosise?

¢ Cual es la frecuencia de T, gondii en mujeres que han presen
tado aborto previo involuntario sin causa aparente?
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HIPOTESIS

Hi; Hipltesis alternativa 1. 5n la determinacidén de anticuer
pos Igi contra Toxoplesma gondii, le técnica de ELISA es mds
recomendable por sus ventajas que la técnica de IPI.

Hoy Hip6tesis nula 1. En la deterxinacién de anticuerpos Igh
contra T. gondii, la técnica de IFI es ods recomendable por -
sus ventajas que la técnica de ELISA.

Hi, Hipétesis z1ternativa 2, ILa frecuencia de T, gondii em
nmujeres que sufrieron aborto involuntario es alta.

Ho, Hipétesis nule 2. La frecuencia de T, gondii en mujeres
que sufrieron aborto involuntario es baja.
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CARACTERISTICAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

El presente estudio tiene las siguientes caracterfsticas:

Observacional: Porque no modifica el fenémeno observado.

Comparativo: quguefgé"vanva comparar dos técnicas de diagnés

Prospectivo Q:qgg;no_se base en la bisqueda de conocimientos
- a establecidos. g ERRRT S

Transversal: Porque es un estudio que pretende ser terminado.
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ACTIVIDADES PARA LA RECOLECCIQN DE DATGOS

1) DELIMITACION DEL UNIVERSO

Se trabajé con una muestra de 50 mujerea mexicanas en ==
edad fértil provenientes de la Ciuded de México, Estas muje
res sufrieron aborto previo involuntario y fueron atendidas =
en el Departamento de Ginecobstetricia del Hospital General -
de México S.S. Todas las muestras se procesaron en los Lubo
ratorios Centrales de dicha Institucidn,

2) FACTORES DE INCLUSION

- lujeres en edad de 15 a 439 afios.

- Mujeres que acudieron al Hospital General de Néxico S.3.
con aborto inwvoluntario a Urgencias.

-~ Jtujeres ouc esten dispuestas a colaborar en el estudio.

3) PACTORES DE NO INCLUSION

- Hujeres menores de 15 y mayores de 49 afios,
- Mujeres con abortos no recientes.
- Kujeres con sborto provocado,

4) CARACTERISTICAS DE LA NUESTRA.

Je trabajé con una muestra seleccionada ya que de 1563 -
cagos de aborto involuntario captados en el affo de 1983 se tg
maron las primeras %0 muestras captadas a partir de agosto «=
del mismo afio con las caracierlsticas ya me.cionadas,
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5) TECNICAS

Para un estudio diagnéstico de laboratorio se realizé una
Biometria Heméﬁica‘(aﬂ) como prucha de rutina para conocer el
estado general de las pacientes., Se realizaron dos pruebas
adicionales que fueron Pactor Reunatoide (FR) y Anticuerpos -
antindcleo. (ANA). Finalmente para nuestro estudio principal
se realizd la determinacidn de anticuerpos Iglf 9ontra Toxg-==
plasma gondii por las técnicas de ELISA e IPI.

3e recolectd la muestra de sangre de las pacientes inme-
diatamente después de haber ingresado al hospital, De ésta
uiz poarte se utilizd para hacer inmediatamente la BH y con la
otra parte se separé el suero, el cual se dividié en partes. -
alicuotas y almacené a -20 °C hasta su utilizacién. No se -
uso ningun tipo de conservador. '

De la: BH quckfue la primera prueba que se realizé, los =
na ramet"os que ge tomaron en cuents fueron: hemoglobina, hema
tocrlto. leucocltos totales y cucnta diferencial de leucocitoa

La BH se realizd en un Contador de particulas electréni-
co "Coulter Cownter" (modelo 3 nlus), el cual determind los -
pardmetros de hemoglobina, hematécrito y cuenta total de leue
cocitos. Para 1la cuenta diferencial de leucocitos se giguid
la si~uiente técnica:

- 3Je'hizo una extensidn de sangre bien mezclada recientemente
extraida en un portaobjetos, y se dejé secar.
-de cubrid con colorante de Wrisht de minuto a minuto y me-

dio,’
- oeléﬁﬁdié’ l*”Obla de solucidn amortisuadore de fosfatos -
pH 6.4 du; nte: seis minutos.

- 3e lavd al ohorro de agua y se dejé secar.

- e observé an ‘objetivo de inmersidn para hacer la difercen—

lecldn le 1- qerie blanca en un total de 100 célulag,
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Faru la leterminacidn 1el PR se utilizé el equipo de reag

tivos “.ieumatex" d¢ los laboratorios Lafén que consiste en lo

sizuiente:

Placas de’ id‘nﬁra_aglutinacidn.
Solucién ladora glicina-salina pH 8.2.
oolu016n'Léuex"lobu11na

aueros control p031txvo y negativo,

Técnicas prlmeram(,nte se realizd una prueba cualitativa y sé-

lo

a los sueros que dieron resultados positivos se hizo 12 -=-

prueba semicuantitativa para determinar el t{tulo.

a)

b)

Prucba cualitetivas

Se diluyd una rota de suero problema con 1 ml de solucidn
rcwulavora rl1c1na—aa11na pH 8,2 y se agité.

Je colocd una - ?ota de la solucién anterior en una nlaca de
vidrio. con una gota de 1a solucién de ldtex-globulina (par

ticulas’ ue’pollestlreno senaibilizadas con gamme-globuline

huaana ).
olmulténeamente se colocaron los controles positivo y nega
tivo: con ‘una gota de 14tex-globulina.

aequqglé;spavemente la placa husta observar si aparecia -
aglutihgcidn.

Prueba semicuantitativa:

£n ‘9 tubos numerados se colocd solucidn reguladora glicina
galina; en el tubo 1 se colocd 1.9 ml y en los restantes -
1 ml,

3e afjadid . 0,1. ml de suero problema al tubo 1, se mezcld y
tranafirid 1 m"él tubo 2 y as{ sucesivamente hasta el tu-
bo 9. _las d

,cignes,efectuadas fueron las siguientest

© dilucién

- tubo
B 1:20
2 1:40
3 1:80
4

1:160



26

tubo dilucidn
5 11320
6 11640
7 1:1280
8 1:2560
9 115120

- 8e colocé una pgota de cada una de las diluciones efectua--
das en la placa de vidrio y una gota del reactivo de ldtex
g£lobulina para cada dilucién,

- Se o08scilé la placa hasta observar aglutinacién. El t{tulo
del suero correspondid a la dltima dilucién en que se pre--
sent8 aglutinacidn del reactivo de ldtex-globulina.

La deterninacién de ANA se realizd siguiendo la técnica
de Inmunofluorescencia Indirecta; para lo cual se utilizé el
equipo de reactivos "FLUOGNOST ANA/AMA" del Instituto Behring
que conasta de lo miguientes
- Portaobjetos recubiertos de células BHK (células renales «

Hamster).
- Anti-globulina ANA conjugada con fluorescefna,
= Sueros control positivo y negativo.
- Solucidén salina de Tampdén-fosfatos.

Técnicas

- Se hicieron diluciocnes 1120, 1180 y 11320 de los sueros con
solucidn salina de tampdn fosfato, asf{ como del suero cone
trol positivo. Del suero control negativo se hizo dilu--
cifn 1:20. Cada dilucidn se trabejé por duplicado.

- Se aplicé sobre las dreas de reaccidn de 1las laminillas u-
uma pegueila gota do los sueros problema y de los sueros con
trol.

- Se incubaron las preparaciones durante 1 hr en un cuarto -
himedo a temperatura ambiente,

- Se cnjuagaron las preparaciones con solucién de tampén fos
fatos y gse pusieron en un recipiente con solucidn de foafa
tos durante 10 min. Posteriormente se cambié la solucién
y 8e dejé por 5 min mds.

[ T
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3e netieron las preparaciones en un recipiente con agua -
destilada Jurante 30 seg y entonces se sacaron para que Se
secaran iejandolas escurrir paradas verticalmente sobre pa
pel filtro.

Se cubrieron las zonzs de reaccidn con una gota de anti—e-
7loobulina hurana conjugadn con fluorescefna y se dejaron -
incubar durante 30 min en un cuarto himedo a temperatura -
ambiente.

5e enjuagaron las preprraciones con solucién de taapén fos
fatos y se metieron en un recipiente por 10 min contenien-
do gsolucidén de tampén fosfatos, posteriormente se cambid -
la gsolucifr. y se dejé por 5 min, Se dejarom escurrir pa-
radas verticalmente sobre papel filtro,

3e fijaron las preparaciones con solucién tamponada de £11i
cerina (1 parte de solucidén de tampén foafatos + 9 partes
de slicerina), Se evaluaron en un microscopio de fluores
cencia inmediatamente deapués de haberlas fijado,

Determinacién de anticuerpos Igl contra T. gondii por 1a

técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IPI), El equipo -~
necesario para realizar esta prueba fue el proporcionado por
el Instituto Behring "Test de Inmunofluorescencia de toxoplas
oa® consistente ent

Portaobjetos toxoplasma., Son portacbjetos con areas de --
reaccién que ya estdn cubiertos con 2. mondii.

Concentrado de tampén fosfatos. 3Solucidn salina tamponada
con fosfatos pH 7.2 - 7.4.

snti-Igk humana de czbra, conjugada com fluoresceina, lio-
filizada,

Suero control toxoplusma, positivo. Suero humano liofili
zado.

Suero coantrol toxoplasmn, negativo. Suero hummno liofili-
zaig; en dilucidn 1364 da un resultado negativo.

jolucidn tamponanda de glicerinia. Consiste en una parte de
solucién salina de tampdn foafatos mds nueve partes de gli
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cerina.

Técnicas

Se hicieron diluciones 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 de los sue -
ros problemas con solucién salina de tampén fosfatos, asf
como del suero control positivo; cada dilucién se trabajé
por duplicado.

Se aplicé sobre las dreas de reaccién de 1los portaobjetos
una gota de auero problema, as{ como d&e los sueros control
positivo y negativo. Se incubaron durante 30 ain en cuar
to himedo a temperatura ambiente,

Se lavé con golucidn salina de tampén fosfato y se dejd --
por 10 min en un recipiente con dicha solucién, Poste-==
riormente se cambid la solucidn de lavado y se dejd duran~
te otros 5 min. Se dejd escurrir .aobre papel f£iltro y ==
poateriormente se dejé secar al aire.

Se cubrieron las dreas de reaccién con una gota de anti--=
globulina humana conjugada con fluoresceina y se incubd --
por 30 min en cuarto himedo a temperatura ambiente,

Se lavaron y secaron las preparaciones siguiendo el proce-
dimiento anteriormente citado,

3e aplicd la solucidn tamponada de glicerina sobre las a--
reas de reaccién y se cubrieron con un cubreobjetos.

S3e obaservé en el microscopio de fluoreacencia después de -
15 min a temperatura ambiente,

En loa que dieron reaccidn positiva en dilucidn 1:128 se =
repitié la técnica con diluciones del suero de 1:128, ===
13256, 1:512 y 1:1024.

Evaluacién:

Pogitiva: aparecen los toxoplasmas tefildos de rojo y presen--
tan sus contornos mds o menos extensos fluorescentes verde .-
cmarillo.

Negutiva: Toxoplasmas tefdidos de rojo y no presentan fluores-
cencia en sus contornos,
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Jeterzinacidén Je unticuerpos Izd contra T. gondii por le
técnica de fnseyo Inmunoabsorhente Ligado a Enzima (ELISA).
Los rezctivos necesurios nzra realizar ésta técnica fueron --
loz conteniuos en el estuche de reactivos "Cordia T método --
ELISA" proporcionado nor FEguipos de lLaboratorio para Inmuno--
diagndstico, 3.A. de C.V. que consiste de lo siguiente:

- Viales para llevur a cabo las reacciones.

- Jiscos de papel revestidos con untizeno I, gondii.

- Anticuerpos Anti-IsM humana marcados con fosfatasa alecalina.

« Control positivo. Plasma humeno recalcificado que contiene
altos titulos de anticuerpos coutra T. sondii.

~ Control nerative. 7Plasma humano recalcificado francamente
negativo.

- Jiluyente para muestras, Esta solucidén contiene 6% de al-
bunina sérica bovinaj 0.05% Tween-20 en tampdn salina de =
fosfaotos 0.Vl N conservada con azida de sodio.

- P-nitrofenil fosfato (p-NPP).

- Taumpén de carbonato de sodio.

= 30lucién de hidrdxiio de sodio 3 N.

- 3Solucién salina lavadora, Solucidn de cloruro de sodio al
0.3% pil xjustado entre 7.2 y 8 con solucién tampdn tris ==
2 N,

Adends se utilizd el siguiente eguipos

~ 3allo marfe con agitacidén continua; apréximadamente 100 agi
taciones por min,

- 3Sisteme lavador y aspirador para efectuar los levados,

- Pinzes para transferir los discos.

- Baiio de hielo.

- [Micropinetas de distintas eapacidades,

~ Jspectrofotémetro que pueda leer a 405 nm de absorbancia -
volumenes de 0.7 ml o menos,

Técnicat

= DPrimeramente se prepararon las diluciones del suero cone=-
trol poasitivo para la curva estdndar de le sipuiente mane-
ra
a) tn tres tubos se pipetearon 200 mcl del diluyente vara
muestras,



KM,

b) Se agregé 50 mel del control positivo al vrimer tubo y
se meczclé bicn (tubo 1).

¢) Jel tuho anterior se tomaron 50 mel y se agregaron al -
sezundo tuno v se mezclo bien (tubo 2).

d) Del tubo anterior, se tomaron 50 mcl y se colocaron en
el tercer tubo, se mezecld bien (tubo 3).

De acuerdo con lo anterior, las diluciones que se logrardn
en cada tubo fuerons

tubo dilucién
1 1:5

2 1:25

3 11125

Una vez hechas las diluciones ge monté la técnica con 10 -
controles de la siguiente manera:

viales para el control negativo

viales para el control positivo sin diluir

viales para el control positivoe, dilucidn 1:5

viales para el control positive, dilucién 1:25

viiles para el control positive, dilucidén 11125

dos viales para cada muestra problema,

3e colocaron 500 mel del diluyente para muestras en cada =
vial,

3e colocd enseguida 10 mcl de cada muestra en cada vial con
forme a lo especificado anteriormente.

3e agitaron bien los viales y se adiciond a cada uno un dig
co con el ant{geno T. gondii, éste debié quedar bien inmer
80 en los viudles,

Se incubaron los viales en bafo marfa por 45 min, con mgi-
tacidén continua a 37 t 20¢,

Posteriormente se retiraron los viales y se pusieron en ba
flo de hielo a 0 °C,

Lavado de discos, Se lavaron los discos con 2,% ml de ao-
lucién lavadora previo aspirado del 1liquido. Posterior--
mente se aspiré, lavé, y aspiré cada disco 5 veces, procu-
ranio que el aspirado fuera lo mds completo posible,

(I CIICCI SO U X
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Se ediciond a cada vial 500 mel de anti-IgM humana marcada
con foafatasa alcalina,

5e incuburon los viales en bafio marfa a 37 °C por 45 min -
con agitacién continua,

burante éste periodo de incubacidn se prepard 1la solucién
de p=lPP de la siguiente maneras

a) 3e diluyd el bieerbonato de sodio en agua destilada.

b) 3e transfirid el biearbonato dilufdo en los viales que
contenian el p=NPP y se mezclé bien. ILe concentracién fi
nal fue de 1 mg/ml,

¢) Se guardé en bafio de hielo hasta su utilieacién.

Se sacaron los viales del baflo marfa y se pusieron en baiio
de hielo.

Se lavaron los discos nuevamente sisuiendo 1la técnica de -
lavudo descrita anteriormente.

Una vez lavados, se transfirieron los discos al segundo ==
juero de viales.

A ceda vial se agrepsd 1000 mel del sustrato p-NPP.

3e incubaron los viales a 37 % por 20 min con egitacién =
continua.

Se agregaron 2 gotas de hidréxido de sodio 3 N a cada vial,
Se hizo la lectura de absorbancia a 405 nm. Primero se le
y6 el control negativo, posteriormente el control positivo
sin diluir, enseguida, el control positivo diluido 135, o=
1¢25 y 1:125 y finalmente los sueros protlemas. La lectu
ra de absrorbancia se multiplicé por 1000.

La curva estdnder de concentracidén del anticuerpo Ig¥ con-
tra T, gondii contra D.O. & 405 na reporté un coeficiente
de correlacidn de 0,987, Con base a esta curva ge deter-
miné la concentracidén de anticuerpos Igh contra I. gondii
en cade una de las muestras problema, lo cual se hizo aute
mdticamente en una calculadora Texas Instrument Modelo 568C
la cual fue programeda para tal fin.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar las técnicas de ELISA e IFI para detérmi--
nar Ac Iz¥ contra Toxoplasma pondii en cuanto a sensibilidad
y especificidad se empled una tabla del tipo 2 X 2, (2).

Técnica
2
Técnica - +
1
- a | b

en donde;,béré;

sgﬁﬁgbi}iaad dc las dos técnicas se
use la férmula; L

= 7o X100
v la especificidad esta dada por la férmula:

. _c
E= T3 X 100

B indica la discordancia en la especificidad. 1A correlacidén
de lus técnicas esta dada por: (2)

C=g7 3 I : g X200

De estos valores se puede deducir que titulos recogen =-
lag dos tdéenicas como negatives, los que son negativos por --
lag dos y los positivos que no recogen algunas de las téenie-
ceg y sf lz otra (falsos positives) y viseversa (falsos nega-
tivos). (Resultedes ver cuadro 25),
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Cuadro No. 1 . ‘Datos de la curva estdndar de concen—=

tracién de Ac Igh contra T. pondii ==
contre D,0. 8 405 nm, para la tiécnics
de ELISA, Coef. corr. = 0.387.

controles

Absorbhancia a
405 nm X 1000

Concentracidn de Igh

contra T. gondii
(OL/AT

Positivo
8/dil,

2657

337

Positivo
dail, 1:5%

1130

72

Positivo
dil, 1:2%

Positive
ail. 1:12%
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RESULTADOS

Para el andlisis de los resultados, la poblacién de 50 -
nuestras se dividid en 4 grupos. Como se ve en el cuadro 2,
para tal divisién se tomd como bage el tL{tulo obtenido de an-
ticuerpos Igk contra T. gondii por la técnica de ELISA

Cusdro No. 2. Distribucidn de muestras en grupos de acuerdo
al titule de e Igh contra T. gondii por la -
téonica de BLISA en suerog de pacientes con -
aborto involuntario del Hosp. Gral. de la ===
Sria. de Salud en 1983,

TITULO DE ELISA | GRADO DE AFECTACICH |NO. DE
(UI/ml) NUESTRAS

,.;fJ francamente negativo 22
;IFT» dudosos 9
entre',lCOy 2Cb { ligerasente positivo 7
ivfig%q;iéggéfqé,zoo francamente positivo ,JLA:ig

 RUIPUTURNUIFS W L SRR T

TOTAL - |




3

Cuadro No. 3. Caracterfsticas de ls BH en pacientes con abor
%0 involuntario del grupo I ?francamente nege~
tivo a Ac Igh contra T. gondii por la técnica
?§8§LISA) del Hosp., Gral, de la Sria. de Salud,

NUBSTRA HEMOGLOBINA HEMA’.I.:OC RITO LEUCOCITOS gOTALBS

£/100n1 R 1.0 mn

1 6800

2 6500

3 ~ 9200

4 . S T700

5" 12600

6 9200

7 6900

i 8 11500
' 9 7000
10 12700

: 11 7400
! 12 4600
13 7750

14 6200
|15 13800
i 16 2000
' 17 2850
18 2950

19 7800

20 9300

21 6500

22 5200
media 11,19 34.18 - ~ 1579
3::;;dar .4 7.03 3077

— [ESSp




Cuadro No.
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4 Caracterfisticas de la BH en pacientes con abor-
to involuntario del grupo II (dudoso a Ac Igll -
ndii por la técnica de ELISA) del -

contra T, go
Hosp. Gral, de 1

e 1a Sria, de Salud. 1983,

estdndar

NUESTRA HEEOGLOBINA | HEMATQCRITO LEUCOCTTOS; TOTALES
1 10.8 37 12500
2 7.3 23 6400
3 13.3 a3 7400
4 9.¢ 3 10300
5. 12250
6 13600
7o 8100
8 15350
o . .

nedia

deSV‘-




Cuadro No.

3%

5. Caracteristicas de la BH en pacientes con abor
to involuntario del grupo III (ligeramente po-

sitivo o Ac IgM contra T.
ca de ELISA) del Hoap.
lud, 19353,

&

fgpdii por 1a téeni-

‘Jo 1a Sria. de Sa

WESTRA | HEWORAGBNA | HEWAZOURITO | LEUGOGIION DOTALES
1 10.8 37 8100
2 0.3 36 3600
3 0.8 | 3 8500
4 108 10400
5. 6800
6 7800
'.7~ ‘;-9156

media .

degv.
eatdndar

o
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Cuadro No, 6 . Caracteristicas de la BH en pacientes con abor-
to involuntario del grupe IV (francamente posi-
tivos a Ac IgM contra I. gondii por la técnica
de BLISA) del Hosp. Gral. de la Sria. de Salud

1983,
MUBZSTRA | HEﬁ/&l}.ggg{NA HEMA;.;OCRITO ng?gl:g TOTALES
¥ :

3 10.2 % 32 v 8400
2 s |33 5250
. e
4 4600
5 24800
6 9400
7 10850
8 : 3T 4250
9 1500 | a3 8600
10 10.1 3 5300
11 0.8 35 10500
12 12, 4 40 10500
media 1.1 | 34,46 7904
'§::§;dar 5.6 5173
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Cuadro No. 7 . Cuenta diferencial de leucocitos en paclientes
con aborto involuntario del grupo I (francae-
mente negativos a Ac Iglf contra 9, gondii por
la técnica de ELISA) del Hoop. GTral, de 1@ —
Sria, de Salud, 1983.

MUESTRA | N EUT:OFII-@ LIN?gC IT08 NOH CX;‘ ITOS | EOSINOFILOS
1 54 37 5 4
2 60 34 4 2
3 58 35 4 3
4 56 36 5 3
5 59 36 3 2
6 58 34 5 3
7 57 33 5 5
8 62 28 5 5
9 64 30 4 2
10 52 40 5 3
11 54 34 2 3
12 76 18 4 2
13 , 9 37 4 3
14 55 38 4 3
15 56 35 5 4
16 e .24 ‘ 3. 1
17 Y 2 A
18- 38 4 2
19 63 30 L 2
20 57 40 2 1
21 59 34 5 2
22 56 37 4 K}
nedia 59 32 4 2.6
desv, - :
os tdnday M) 5.10 1.0 1.1
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Cuadro No. 8 . Cuenta diferencial de leucocitos en paoientes

con aborto involuntario del grupo II (dudosocs

& Ac IgM contra T. gondii por la téenica de -
ELISA) del Hoap.'GmB‘I"'J. e la Sria. de Salud.

1983,
MUESTRA NEUTROFILOS LINRPOCITOS MONOC ITOS BOSINOFILOS
% % % .

1 4

2 1

) ‘.

4 o

- i

9 2
estdndar 2,34 2,58 o - 105




Cuadro No, 9.

Cuenta diferencial de leucocitos
con aborto involuntario del grupe III (ligera-
mente positivos & Ac IgM contra 7.
la técnica de ELISA) del Hosp. GTRl. a6

SRIA. de Salud. 1983.

MUESTRA |NEUPROPILOS |LINPOCITOS | MONOCITOS | BOSINOPILOS
% % % %
1
2
3
4
5
6
7
nedia 59 35 3.8 2.5
JE3V, |
23TANDAR 3.23 2.6 0.63 0.9

en pacientes

ondii por

- J——"




Cuadro No. 10,
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Cuenta diferencizl de leucocitos en pacientes
con aborto involuntario del grupo IV (franca-

- mente positivos a Ac IgM contra T. gondii por
la técnica de ELISA) del Hosp., Gral. de la -~
Sria, de Salud. 1983.
MUESTRA NEUT§OFILOS LINF%CITOS HONO;ITOS EOSIgOPILOS
.

1 2
2. 2
. :
s .
6 4
1 5 4
8 | 0
5 | . S -
10 51 44 3 2
1 69 24 5 0
12 57 38 3 o
media 59.5 33.5 4 2.6
Deav.
estdndar 4,32 5,43 1.03 1.24




Cuadro No. 11 .

a5

Medias de la muestra total y de las muestras

positivas e Ac Ig¥ contre 2. gondii por las
técnicas de ELISA e IPI de Ia U1 en pacieny~
tes con aborto involuntario del Hosp. Gral.
de la Sria. de Salud en 1983.

MUESTRAS X HEMOGLOBINA X HEMATOCRITO | X LEUCOCITOS TOTALES
(g/d1) (%) (en mm
50 10,1 34.3 5810 .7
32
(IPI +) 11.08 34.0 8668
19
(BLISA +) 11,03 34.7 7832.5
RANGO
NORKAL 12 - 16

"33j—>47

5000 -~ 10000
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Cuadro No. 12 . Edte cuadro muestra los valores medios de la

cuenta diferencial de leucocitos tento para -
la muestra total como para las muestras posi-
tivas a Ac., Ig¥ contra T. gondii segin lag --
técnicas de ELISA e IFI en paclentes con abor
to involuntario del Hosp. Gral. de le Sria, -
de Salud en 1983,

\
X g b4 X
MUESTRA  |NEUTROFILOS LINPOCITOS | MONOCITOS EOSINOFILOS
% % % %
50 58,8 34 4 3.4
32
(IPI +) 58 34 4 3.4
19
(ELISA +) 59,5 33.8 4 2.4
RANGO
NORNAL 50 - 70 24 - 38 4 -9 2 -4
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Cnndro No, 13 . T{tulo de PR y ANA en suero de pacientes con

aborto involuntario del grupe I (francamente
negativo & Ac IgH contra T. gomdii por lg --
técnicn de ELISA) del Hosp. Gral, de la Sria.
de Salud en 1983,

MUESTRA PACTOR REUMATOIDE ANTICUERPOS ANTINUCLEO
1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 - -
6 - - -
7 - -
8 .. 1:40 -
9 1:40 -

10 - -
1 - -
12 1:40 -
3 - -
14 1:40 -
15 . i
16 - -
17 - -
18 - -
19 - =
20 - -
21 - -
22 - -




Cuadro No,

14.

48

T{tulos de FR y ANA en sueroc de pacientes con
aborto involuntario del grupo II (dudoso a Ac
Igk contra T. gondii por la técnics de ELISA)
del Hosp., Gral, de le Srie. de Salud en 1383,

MUESTRA

PACTOR REUMATOIDE ANTICUERPOS ANTINUCLEO

W 0O 3 0 W s W N

1:40 -
1:80 -
1140 | -
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Cuadro No. 15. Titulos de PR y ANA en sueros de pacientes con

aborto involuntario del grupo 1II (ligeramente
positivos & Ac IgM contra T. gondii por la tée
nica de ELISA) del Hosp. Gral., de la Sria. de
salud en 1983.

NUESTRA

PACTOR REUMATOIDE ANTICUERPOS ANTINUCLEO

FCO. KT, N S PR LS =

1:80 -
1:80 -
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Cuadro No. 16 fT{tulos de FR y ANA en suero de pacientes con
aborto involuntario del grupo IV {francamente
positivos a Ac IgM contra T. gondii por la téc
nica de ELISA) del Homp, Gral, de la Sria, de
Salud en 1983,

MUESTRA PACTOR REUNATOIDE ANTICUERPOS ANTINUCLEO
1 1:80 -
2 - -
3 1:80 -
4 - -
5 - -
6 | - -
7 - -
8 - “
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -




Cuadro No. 17 .

n

Zste cuadro muestra la relacién que hay entre
titulos positivos y negativos de FR con los -
t{tulos positivos de Ac Ig¥ coatrs T, sondii
por las técnicas de ELISA e IFI en Dacientes
con aborto involuntario del Hosp. Gral, de la

Sria, de Salud en 1983,

POSITIVO
# MUESTRAS NEGATIVO
1:20 1:40 1:680 1160
39 — 6 5 -
50 76% 12% 0%
32 25 — 2 5 —
. (IP1 +) 6% 6% 1515%
19 15 — [ — 4 —
1
(ELISA +) 794 : 214

Cuadro No, 18 .,

Este cuadro muestra la relacién que hay entre

t{tulos positivos y negativea de ANA con los

tftulos pogitivos de Ac IgM contra T,

gondii

por las técnicas de BLISA e IPI en paclentes
con aborto involuntario del Hosp. Gral de la
Sria. de 3alud en 1983,

# MUESTRAS

NEGATIVO

POSITIVO

1:20

1:80

50

50
1004




Cuadro No. 19. Titulos de Ac IgM contra T, gondii por las téc-
nicas de ELISA e IFI en sueros de pacientes con
aborto involuntario del grupo I (francamente ne
gativo a Ac IgM contra T. gondii por la técnica
de ELISA) del Hosp. Gral. de la Sria, de Salud

en 1983,

MUESTRA (u%ﬁ IF1
1 7.0 1:32
2 2.7 -
3 29,0 1:64
4 23.0 1:32
5 7.0 1:16
6 1.0 1:32
7 21,0 1:64
8 4,5 1:16
9 . 10.0 1:32
10 13.0 1:64
1 19.0 1164
12 2.6 1116
13 6.1 1532
14 5.8 1:16
15 4.5 1132
16 2.4 1116
17 12.0 1:16
18 12.0 1132
19 12.0 1:32
20 9.0 1116
21 ' 19,0 1164
22 21.0 1132

i ——
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Cuadro No. 20. Tftulos de Ac Ig¥ contra 7.

T?. gondii por las téc-
nicas de ELISA e IPI en sueros de pacientes con
aborto involuntario del grupo II (Gudosos a Ac
Iglé contra T. gondii por la téonica de ELISA) -
del Hosp, Gral, de la Sria. de Salud en 1963,

KUESTRA (g?}ig) IFI
1 32 1164
2 30 1:32
3 58 1:64
4 58 1:64
5 70 1:128
6 56 1:128
7 58 1:64
8 46 1:64
9 80 1:64
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Cuadro No. 21. Titulos de Ac IgM contra 2. gondii por las téc-
nicas de ELISA e IPI ea sueros de aclentes con
aborto involuntario del grupo II1I ?ligeramente
positivos a Ac IgM contra T. gondii por 1a téc
nica de ELISA) del Hosp, GTal, d@ I Sria. de -
Salud en 1943,

MUESTRA (g?}:ﬁ) IF1
1 130 | 164
2 200 0 | 1s128
3 130 11128
4 140 | 1164
5 140 1:128
6 130 11256
7 140 1:128




Cuadro No. 22.

55

T{tulos de Ac IgM contra T, gondii por las téc
nicas de ELISA ¢ IFl en sueros de pacientes =-
con aborto involuntario del grupo IV (franca--
mente positivos a Ac IgM contra T. gondii por
la técnica de BLISA) del Hosp. Gral, de la -——-
Sria. de Salud en 1983,

MUESTRA ELISA IFI
(Ur/ml)

1 300 1:1024
2 430 1:512
3 200 1:512
4 200 1:128
5 480 1:128
6 200 11128
(A 540 112024
8 520 1:512
9 200 11512
10 220 1:1024
11 265 11512
12 200 1:512




No. de
muestras

KNo. 4

muestras

1

Pigura No. 7.

- W wd N ww B

56

fdistorrama que muestra la distribucidn de mues
tras de acuerdo al tftulo obtenido de Ac¢ Iak -
contra T. zondij por la técnica de IFI en suero
de pacientes con aborto involuntario del Hosp.

Gral, de la Sria de Salud. 1983,

—

wES

(AT

¥igura No, 8.

e

1264 e 1156 1SIZ 1oy

tItule

Histograma que muesira la distribucidn de mueg
tras de acuerdo al titulo obtenido de Ac Ighi -
contra I. gondii por la técnica de ELISA en --
suero de pacientes con aborto involuntario del
Hosp. Gral. de la Sria de 3alud. 1983.

> 30

0-80

160 - 100 & o UI/—I'H],



Cuadro No. 25. Comparacidn de las técnicas de ELISA e IFI en
1a deteccién de Ac IgN contra T. gondii en pa
cientes con aborto involuntario del Hosp. ==
Gral, de la Sria. de Salud. 1983,

TECNICA SENSIgILIDAD ESPECI;ICIDAD CORRELACION| PALSOS| FALSOS

ELISA 59 100 74 0 26

I¥1 l 100 58.5 T4 26 0
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ANALISIS DE RESULTADOS

De los resultados obtenidos en la Biometrfa hemdtica se
obtuvo un valor medlo nara la muestra total y uno para 1as -=
mueqtraa 0051t1vas,u \c IFM contra Toxoplasma gondii segin --
las técnicaa dé ~LISA e IFI, 'y al comparar éastos valores con
re:necto 2 los valores normalos ge pudo observar que en lo --
que resnectata hemonloblna y hematoorlto, estén muy por deba-
jo de los valore

normales. . Cabe mencionar que ésta prueba
e re¢1146 para conocer. él estado general de las nacientes, v
con bage a»l i
el estado yresontad
(Ver cuadro-11)

nte menc1onado 8e puede afirmar que. «
Tas: pu01entes no-era: al 6pt1mo.;;--

.Con’ respect
toe,'ﬁ
aio"-ﬁﬁtg
y 12) -

De factor reumatoide y antlcuorpos antindicleo cabe men--
c1onar oue Je hizo su determlnacidn débido a que cuando dsatos
estun - presentes en el suero se producen resultados falsos po-
sitivos en 1n determinacidn de anticuerpos Igi contra . gon-
dii por téchicas como ELISA e IFI. (17).

De Fi fueron 11 los sueros con titulos positivos, de los
cuales sélo 7 fueron positivoes a anticuerpos Igh conbtra T, ~=
rondii por la téenica de IFI y 4 por la téenico de ELI3A lo -
que repregenta un 21,8% y,21% regpectivamente de los sueros -
en los que 1e pudlieron haber prescntado falsos positivos por
la nresencia ecn el sucro de FR, (Ver cuafyo 17).
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Sin embargo, segin el andlisis estddistico, en la deter-
minacidén de anticuerpos IghM contra T. gondii, le técnice de =~
ELISA no presentd ningin falso positivo, en cambio en la téo-
nica de IFI se presentd un 26% de los sueros con falscs posie
tivos, de ahf gue me podria descartar la posibilidad de que =
en la técnica Ge ELISA se hayan presentado resuliados felsos
positivos por la presencia en el suerc de I'R. {(Ver cuadro -
25),

Con recspecto a ANA, no es posibloe establecer la existenw
cia de resultados felsos positivos en alguna de las dos técni
cas, ya que no se presenté ningln suero positivo a ANA, (Ver
cuadro 18).

Al comparar estadisticamente las técnicaas de ELISA e IFIL
en la determinacidén de anticuerpos Ig¥ contra T, gondii, tene
mos que ELISA es mucho mds especifica que IPI pero menos sen-
sible, de ahi que ELISA no presente resultadoe falsos positi-
vos pero si falsos negativos, IFI por su falta de especifici
dad presente falsos positivos, mismos que pueden haber 2id0 "~
causados por la presencia de PR. (Ver cuadro 25},

La correlacién de smpas técnicas es del 74% el curl re—-—
presenta un porcentaje alto, si se toma como base un estudio
semejante hecho en Espada ( 2 ) e¢n donde la correlacién de
las técnicas fue del 92%.

Las dos técnicas gon muy seacillas de realigar, y en —-e
cuanto a tieampo,.IPI es nds rdpida de realizar que ELI3A, em-
pleando un tiempo promedio de 2 hr. y 3 hr. respectivamente =
en montar las técnicas. Fl equipo inicial de ELISA ez mucho
mds costoso que el de IPI, per¢ una vez contands con todo éate
equipo, el costo de lag doas técnicns oo mpréximadamente igual,
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Con base a lo anteriormente citado, se considera que con
fines de un- buen dlaynéstlco. la técnica de ELISA ¢s mds ven-
tajose que la”té*nlca de IFI en la determinacién de Ac Iglf --
contrafT ﬂondli, por lo que Se puede cstablecer que la hipb-

: [ gondl en la muestra
de 50 paclentes con aborto'lnvoluntarlo seaun 1a técnlca de =
BLISA es del 38p ¥ seﬂﬁn lat écnlca de IPI ‘es del 645. Si -
se cons 1deru el valor: reportado por “la-téenica de ELISA por -
zer ‘éata mds eepeciflca, se’ puede decir gue w 38% implica un
norcentaje alto en 1armugstra, tomando como referencia un es-
tudio hecho en México el cual reporté que de 300 mujeres puer
peras nds del 504 presentah enticuerpos anti-I, zondii (11);
y otro realizado en Espdﬁa en Aonde de 95 mujeres gestantes =
el 47.054 reportd cifras significativas de Ac IgN contra T, -
gondii (2). Por lo tanto la hipétesis alternativa 2 se cum-
nlid. RERCE
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CONCLUSIGNES

Se han cstudiado %V sueros en total, correspondientes a
mujeres cue presentaron sborto involuntario y fusron otendie-
das en el Hospital General de le Secretaria de Salud obtenien
dose t{tules sipnificativos de unticuerpos Igh comtra 10X0--=
plasma gondii en un 387% de la muestra por la tdcnica de ELISA
y un 64% por le técnica de IFI, lo que representa una frecuen
cin 2lta de toxoplasmosis en lag mujeres estudiadas por 1o —=
cue es conveniente {ste dipgndéstico como posible causa fre=--
cuente de aborto,

De las dos técnicas estudiadas para determinar anticuer-
pos Ighl contra T. gondil se compruebs que SLISA es mds especi
fice pero menos sensible que IPI presentando ambas un 744 de
correlacidén en sus resultados,

Bn la téenica de ELISA no se presentd ningin falso posi~
tivo, en cambio en la tdcnica de IFI se presentaron un 26% de
faloos pozitivos de los cuales el 53% pueden haber 3sido debi~
dos a la nregencia de PR on ¢l suero, Coro no se presentas
ron titulos positivos de ANA, puede sir que no existe la poci
bilidaa ue falsos positivos en ninguna de las dos %éenicas por
B CausSe,

Auncue 1lag dos-téenicas pueden-ger acohsejubles en labo=
ratorions Qe rubtina por su sencillez, la técnica de ELISA es -
:ds tordada gue la de IFI, ademds qué’rédﬁiﬁféﬁuﬁréquipp ini-
cinl bastante costoso, I :

Zn definitiva, ge considera que anuellos laboretorioes gue

deseen iniciarge en el diagndstico de lo toxoplasmosis tomen
en cuente alruna de éstas dos téenicas yu que ofrucen un al-
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to porcentaje de confiabilidad, sin embargo, si requieren un

alto crado de especificidad tomen la técnica de BLISA como d-
nica, 0 bien, si se cuenta con los medios adecuados y el nd
mero de muestras a andlizar es alto tomen las dos técnicas pa
ra obtener diagnésticos adn mds fiables.
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