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INTRODUCCION



1

Segfin las encuesta# gerolégicas, la toxoplasmosis es -
un padecimiento con uno de los Indices de infeccién m&s al -
tos; no obatante, el nfimero de casos diagnosticados por las-
clinicas parsce bajo. Esto pueds significar gue esta parasi
tosis no se identifica porgue no 2e le tiens en cuenta, pox-

gue los medlos diagndsticos no son conocidos © no se tiene -~

suficiente confianza en la senaibilidad y conatancia de estos

CUrsosf.

La gran frecuencia de la toxoplasmosis se ha puesto de-
manifieste principalmente por trabaﬁos da inveatigacibn basa
dos en encuestas. Segln el frea geogrfifica, se hallan reac-
ciones positivam en el 15 al 65 % de la poblacién, &sto indi
ca gque un alto nimero de personas adguieren la infeceisn -
{ 14 }.7 En los afultes, esta afeceifn generalmente cursa en
forma asintomftica y lihre de peligro, sin embargo, cuando ~

tiene lugar durante el embarazo, el par&sito puede ser trans

mitido al producto y causar infeccidn congénita severa.

Diversos auntores reportan la culminacién del embarazo -
en abortos espontineos en mujeres con toxoplasmosis crénica-
demostrada por estudios saerolégicos, pero esto afin esti en -

discusién ( 2, 3, 5, 6, 7, 11, 12, 15 ).
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Lé infeccién por toxcoplasma gondii tiene una distribu -
eién mundial, aungue con mayor provalencia en regiones cono-
cidas como trSpico hiimedo y en donde la convivencia con ani-
males del tipo casero es muy alta asf como con el daficiente

manejo en las excretas de &stos.

Es evidente, dada la distribucién mundial de la infec-
cién toxoplasma gondii, los diferentes enfoques gue en diver
808 paises le dan; la frecuencia varfa de un pais a otro y -
dentxo del mismo pals debido a variaciones en la proteccién-
sanitaria, médica, veterinaria o a niveles desiguales de edu
cacidn, cultura y economfa o a la fauna y ecologia particu -
lar del lugar, dando una falsa idea de la magnitud del pro -

blema que representa.

Es importante considerar lo reportado como ctras formas
de transmisién como puede ser la saliva ¥y la posibilidad de-
reinfecciones en grupos familiares, Otro punto interesante-
respecto a la frecuencia con los diferentes palises y series-
reportadas es el tipo del mftodo usado: la hemaglutinacifn -
indirecta, la inmunoflucrescencla, la prueba de Sabin y Feld

man ¢ el inmuncenzimitico ELISA {4)
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Actualmente se realiza la prueba de ELISA ( Enzyme- -
Linked Inmunosorbent Assay ) para detectar infeceidn por - -
toxoplasma. Mediante este afitods se datecta IgM en m&s del-
95 % de casos de toxoplasmosis aguda adguirida, siempre gue-
la muestra de sangre se obtenga dentro de los tres meses del
comienzo de los sintomas, la especificidad es mayor del 99 %

{ 13, 16 ).

El presente estudio se llevé a cabo con el objeto de -
conocer el estado actual da la prueba de ELISA para tnxoplqi
ma en la paciente infértil de nuestro medio, sus variacio -
nes de acuerds al tratamiente y el comportaniento del embara

Zzo en esas pacientes.
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GENERALIDADES

El toxoplasma fué'eﬁconﬁrddo ofiginalﬁénta en el norte

de Africa(:eﬁ el roedor.Ctenodactylus gondii ( Pallas, 1778 )

En 1909, Nicolle y Manceaux lo llam® toxoplasma: tox =
~arco pafa arrojar flechas, plasma =~ lo 9ue se forma o mo; -

dea.

En 1923, el Dr. Josaph Jaku, oftalmSlogo de Praga, des-
cxibié los guistes del parisito -ue encontrd en la retina de
once niflos de un mes de edad con hidrocefalia ¥ microftal -

mos con coloboma congénito en la regién macular,

En 1937, Wolf y Cowan describicron el casc de una ence-
falitis granulomatosa congénita y, siguiendo al reporte ini-
¢ial, una serio de articulos donde se establecfa a la toxo -
plasmosis como una enfermedad transmisible congénitamente -

( 14 ).

En 1948, Sabin y Feldman publicaron una prueba para da-
teceibn de anticuerpos contra toxoplasma ‘llamada prueba del-
colorante, ¥ ch 1949, Sabin da a conocer la prueba de fija -

cidn del complemento en toxoplasmosis, Jacobos y Lunde, en—
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1957, describieron la prueba de hamaglutinacidn indirecta.
La prueba de inmunoflucrescencia indirecta en el diégan
tico serolégico de la toxoplasmosis fud empleada por primera—

vez por Weller y Coons en 1954 y posteriormente desarita pox-

Fletcher en 196%5.

En 1966, Remingtén reporta la presencia de anticuerpos -

IgM contra toxoplasma en recifn nacidos afectados, en 1968

adopta la técnica de inmunoflucrescencia indirecta para la -
deteccidn de anticuexrpos IgM, utilizandola no séloc para el -~
diagnfatico de toxoplasmosis congénita sino también en casos-—

adguiridos en ctapa aguda,

En 1981, Pettersen reporta la utilidad del método inmu -
noenzimtico de ELISA para la deteccifn de anticuerpos contra

toxoplasma gondii en infecciones recientes ( 9 ).

Su taxonomia es la siguiente:

- Reino protista Haeckel

- Rama Protozoa Goldfuss

- Subrama Plasmodroma Doflein

- Clase Sporoza Leuckart

- sSubglase Telosporidia Schaudinn

- Orden Coccidia Leuckart



- ‘Suborden Eimeridea

- Familia Eimeriidae

.La toxoplasmosis es una zcoantroponosis'gn‘a;jsehﬁido dé__

" Hoare: infeccidn gue el hombre adquiefe de otros. vertebrados. R

El cicle vital consta de 3 fases: Trofoioito; guiste ti;

sular y ooguiste { 1, 3, 4 ).

En 1967, Hutchinson Seﬁald al gato como huésped definiti
vo del toxoplasma, ya gue en 81 se lleva a cabo la produccidn
de gametocitos, la maduracidén de &stos, la fecundacibn y la -
produccisn de ooguistes, Los animales, incluyendo al hombre,
se infectan por la ingestiSn de oogquistes gue maduraron des -
pufs de ser excretados y gue se encuentran en la materia fe -
cal del gato., Tambi&n son transmisores las ratas, conejos, -.
bovinos, ovinos y porcinos, asi como aves come palomas y rep-

tiles. °

Las dos prineipales vias de transmisifn en el hombre son
la oral ¥ la congénita, La carne cruda o mal cocida es tam -
bién una fuente de infeccién. Al ser ingerida, la pared del-
guiste es digerida por el jugo digestivo péptico y triptico,
Millones de ocoguistes son excretados diariamente por un gato-

infectado y el oogquiste esporula en uno a cuatre dias, pudien
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do sobrevivir por meses en ei medio.émbiente { 1:}. Adém&s -
de los hufigpedes definitivoslf feservori&sjtaxiétén.huéépudes
transportadores como moscas Y cucarachaé{ .tn ﬁédiqs anacrdbi
cos la esporulacidn no se realiza y é&sta se retarda cuaﬁdo la
temperatura es inferior de 25¢C, pudiendo dﬁrax el éroceao -
dfas cuando la temperatura es de 1ll°c, A 4°C los quisteé no=
evolucionan y temperaturas mayores de 25°C no favorecen la -

esporulacitn, paralizandose &sta cuando se alcanza 35°C ( 4 )

Los esporocitos de toxoplasma gondil penectran al huésped
principalmente por via digestiva donde se multiplican y pos -
teriormente salen para difundirse por via sanguinea y linfhti
ca. La reaccifn del huésped dependeri de factores genéticos-—
gue pucden producir inmupidad completa o susceptibilidad en -
grado variable; en este casoc se inicia la forma activa de la-
enfermedad. Si la resistencia gue encuentra el parlsito es -
muy grande, entonces se produclir&in enguistamientos y no habri
wanifestaciones clinicas: en caso contrario, la sintomatolo -
gla dependeri de la reaccifn que se produzca ¥ de las locali-
zaciones del parfsite en los tejidos y cflulas. Las mujeres
pueden tener abortos repetidos, productos prematures o hijos-
con malformaciones como macro, micro.o anencefalia, hidrocefa

lia, encefalomielitis, calcificaciones cerebrales, atagues -
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epilépticos, 1éaione5'ocu1ares como coriorgeﬁinitis, catarata

cnngéhita y uveltis. . Puede Haber manifeataciénes hepaticas}—_-
pulmonares;'cérdiacas o'linf&ticas de severidad variable { &,

7, 14 ), -

Ei cuadro clinico, por lo tanto, no es caracterfstico y-
tradicionalmente se clasifica en congénita y adquirid&. En -
la forma adguirida puede ser totalmente asintomftica o causar
enfermedad leve, ocasionalmente se obsecrvan cuadros de fiebra
ganglionar, erupcifn maculopapular, miocarditis, miositis, -
neumonia atfpica, colitis y hepatitis. En el recién nacido -
el cuadrc m&s caracteristico.es de una meningeencofalitis aso
ciada a coriorrxetinitis con las secuelas gue ostos trastornos

producen.

Las consecuencias graves de la toxoplasmosis son, sin -
duda, las de la infeecién congénita, &Gsta puede efectuarse -
por dos metanismos: via transplacentaria como consecuencia de
una infecciétn aguda padecida por la madre durante el embara -
zo, o por via trans amnidtica a partir de gquistes de toxoplas
ma acantonadas en el endometrio, Si la toxoplasmosis se pade
ce gn los Gltimos moses del embarazo, se transmite mis f&cil-

mente el protozoo al feto, pero la infeccldn es subclinica en
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al racifn nacido. Es aceptado gue en el embarazo temprano, -
con infeceidn aguda por toxoplasma, ¢' parasito puede invadir
la placenta, al embrién y producir abortos espontflineos. £ar
embargo, la posibilidad de transmisién del par&sito en muje -
res gue tienen infeccisn crénica y el subsecuente riesgo fetal

elevado, gue de &ste se deriva, ha sido ampliamente discutido.

Se reporta una alta incidencia de abortos esponténecs en
mujeres con toxoplasmosis crénic a doterminada por estudios -~
sercl6gicos o por la demostracisn del pardsite insitu ( 2, 3,

5, 6, 11, 12, 15 ).
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MATERIAL Y METODOS

‘se efectﬁs un estudio de 60 pacientes que acudieron al -
serv.icio' de--Biologia. de la Reproduccién del Hospital de Gine-
co Chstetrieia nfimerc 3, del centro Mé&dico "La Raza" del Ins-
k tituto Mexicano del Seguro Social en los Gltimos seis meses -
y en guienes la prueba de ELISA resulté positiva para toxoplas
ma, obtenifndo su incidencia, observando las variaciones de -~
acuerdo al tratamiento ¥y las repercusiones fetales en las pa-

elentes embarazadas,

s8¢ considerd prueba de ELISA positiva con titulos mayo -

res de 1:100

Las pacientes fueron manejadas con espiramicina o con -
trimetropin con sulfametoxazol ¥ se llevd control de los titu
los con nucvos ELISA, se valoxrd la evolucidén del embarazo, su

rasolucién y el estado del producto al nacimiento,



RESULTADOS

La edad de las p@cientea varié entre 18 y 36 afios con -
una media de 26;6 afios. HNo se refirif la ingesta de carne -
cruda o mal cocida en ninguna de las pacientes, y s6lo el -~
18.3 % ténian contacto directo con animales domésticos ( pe-

rro, gato, aves ).

Los principales antecedentes obst&tricos se enuncian a-

continuacidn.
CUADRO I
Antecedentes obstétricos No, casos
Aborteos de) primer trimestre 107
Abortos del segundo trimestre . 17
Mucrte fetal 6
Prematuros 2
Ectdpicos 2
Malformaciones cong&nitas 3

Total , 137
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La frecuengia proma_dio eh.qde se realizb el control de -

ELISA Fuf cada 2.2 meses."_ Este 56 realizé con una frecuencia

des

CUADRO " II

1 Vez: 30 raclentes
2 Veces; 14 Pacicntes
3 Veces: 10 Pacicntes
4 Vecas: 3 Pacientes
5 Veces: 1 vraciente
6 Veces: 1 Pacienta
? Veces: 1 Paciente
To tal 60 Pacientes

S5e excluyeron las 30 pawvientes a guienas

realizd una prueba de ELISA.

solamente se -
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De las 25 pat_:i.eni:eb ﬁr‘éyadas; 24 (.96':% ) fﬁeion manoja-
das con espiramicin'a por 21-d1as. ‘Los titulbs en los contro;
l1es da ELISA mostraron disminucién en 19 pac;entes ( 76 o },

s6lo en 4 { 16 % ) aumentaron los niveles y en 2 ( 8 % } se -

mantuvieron estables.

CUADRO II1

Trimetropin—-5Sulfametoxazol, :Fispi.ra:nici_:iaf._' Sin ™ .

Disminucibn 1 - B ) T N R
Aumento - o T 4 . &
$in variacibn - e : s o

Total 1. S .24 5
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Treinta pacientes estaban embarazadas en el momento del

~estudio, 7 no son valorables ya que solamente se realizé ‘una

prueba de ELISA per lo gue se excluyeron. Las 20 pacientea .;

{ B6.9 % )} gue recibieron tratamiento fueron manejadas con ﬂ -

espiramicina, 18 ( 78,2 % ) mostraron disminucién en lus titu-:*;

los de control de ELISA,

A3 (13 %} no se les administrS tratimiento, ¥ en una=-
de ellas ( 4.3 % ) se obtuve disminucibn de los tf{tules en el~

contxol de ELISA.

Los niveles de ELISA mostraron:

CUADRO 1V
Espiramicina sin Tx. .
pisminucidn 18 1
Aumento : 1 ' 2

Sin variacién ' 1 : -

Total 200 0 3
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De las 30 pacientes embarazadas, 17”(555;51% ) cursaban -

. eﬁbarazo normal gue vériﬁ entre 9_&'34 semanés de gestaciﬁﬁ
{ 4 con ménoa de 20 semanas y 13 mayores de 20 thanas Yo 13 -
{ 43.3 % ) terminarcn el embarazo en el curso de este estudio,
9 { 20 ¥ ) por cesirea debido a diversas indicacionez obstétri
cas y en 4 ( 13.3 ¥ ) por eutocia. En ninguno de los produc -

tos se detectd alguna malformaci6n al nacimiento.

De las 60 pacientes, en 3 ( 5 % ) se detectd IgM positi -
va, ademds de IgG, las 3 estaban embarazadas y fueron maneja -
das con espiramiecina. En los controles de ELISA las titulacio
nes disminuyeron., En las tres se obtuvieron mediante cutocia,

productos sin alteraciones congénitas.

En cuanto a las titulaciones de control de ELISA vy termi-

nacisn del embarazo tenemos:

CUADROD V
Disminuci&n 8 caslreas -4 eutocias
Aumento 1l ces&rea

Total 9 ceséreas y 4 eutocias
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DISCUSION

La ﬁdxoplasmosis es una enfermedad universal, ¥ en nuestro

medio, su.incidencia es alta,

Se reportan variacicnes en cuanto a los hallazgos serolf-
gicos, siendo de 15 a 65 % de acucrdo al rea gepgr&fica, cos
tumbres higienicodietéticas, infraestructura sanitaria de la-
comunidad y convivencia con reservorios y huéspedes definiti-

vos { 14 ),

La toxoplasmosis es una antropozoonosis causada por el -
toxoplasma gondii gue provoeca escasas manifestaciones clfni -
cas o bi&én puede producir abortos, partos prematuros y morta-

lidad perinatal { 3 ).

Es completamente aceptado gque si la infeceidn se produ--~
ce en los Gltimos meses del embarazo, el protozoo se transmi-
te més flcilmente al producto produciendo enfermedad subclini
ca en el recién nacido. Si la infeccibSn se preoduce en etapa-
temprana del embarazo puede invadir la placenta, al producto-
¥y producir abortos, Sin embargo, atn estf en discusifn el he
cho de la produccién de abortos espontineos en mujcres con -~

toxoplasmosis exénica ( 3, 7, 11, 12, 15 ). Esto no se obser
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vd en la serie estudiada en este hospital.

El diagnéstico se sospecha con; a) antecedentes de abor
tos, prematurcs, malformados ¥ mortalidad‘perinatal. b) ges
tantes con linfadenopatfa cervical, suboccipital, subeclavi -
cular, axilar o inguinal, fiebre, fatiga y erupcisn cuténeo.

Puede simular una monontucleosis infecclosa. ¢} gastan-
tes consumidoras de carne poco cocida o contacto con anima -
les infectados crénicamente {( gato, perro, gallinas, palo -

mas ) ( 2, 7, 11, 15 )

La frecuencia de toxoplasmosis congénita en E.E,U. U, =

varfa entre 1 a 2 por cada mil nacidos vivos y se caleula
gue aproximadamente el 45 % de las madres que sufren la in -
feecidn aguda durante el embarazo tendrin preoductos afecta -
dos, con la subsecuente carga social y econfmica familiar y-

para el pais,

El diagnfstico de certeza se realiza mediante el aisla-
miento del par8sito a partir de los tejidos afectados o bien
mediante la demostracifn histol&gica del trofozofto ( 3, 7,-

9, 11 ).

Se han utilizado varias pruebas diagnésticas: hemagluti
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nacién indirécta,fihhﬁﬁbflﬁbréééehéiéffSabin y Feldman, y %

actualmante el método de ‘ELISA, .Se ha comprobado la sensibi

ltima prueha con la—{.

‘La Prueba de Sabin Y. Feldman cs alnsible y especifica ~
cn la dateccidn de anticuerpos en estado temprano de la in -
feccién. pexo tiene al inconveniente de utilizar pardsitos -~

vivos con el subsecuente peligro de infeccidn.

Actualmente se utiliza el método de ELISA. Debido a =
gue Camargo y colaboradores mostraron falsas positivas en el
ELISA gue ellos utilizaron debido a la presencia de factor -
roumatoide, se han estudiado una variedad de ELISAS, encon -
trando gue la técnica "Doble Sandwich" descrito por Duerme -
yer y Van der Veen, usado para la hepatitis tipo "A", es el-
mis satisfactorio, corroborindcse la m&s alta sensibilidad y
aépecificidad en la deteccién de anticuerpos: IgG para la -
infeccifn pasada e IgM para la deteccisn de infeecifn recien

te, reqguiriendo de 6 hrs. para su realizacitn.

El principio de la prueba para IgM es el siguiente: La-

‘prueha es un enzimoinmunocanilisis basado en el principic de-
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. . o,
"Sandwich con captura de anticuerpos". Los pocillos daﬁlasfé?

s/
«©,.,
tiras de poliestirenc microelisa se han recubierto con ant$%:£y«£%?
-
cuerpos ovinos frente a la inmunoglobulina humana M, que cong,ff&;g

tituye el anticuerpo en fase s6lida (anti-IgM). La muestra -
preblema se incuba en tno de estos pocillos, todos los anti -
cuerpeos tipo IgM presentes en la muestra se enlazarfn con el-
anticuerpo en fase s6lida. Posteriormente se afiade antigeno-
de toxoplasma y un conjugado de anticuerpos antitoxoplasma -~
ovinos { anti-pg )}, que se han marcado con peroxidasa del -
ribano picante { HRP ). En caso de una reaccién positiva, -~
estae antfigeno, ademis del anticuerpo marcado, se enlazan con-
cualquiay complejo de anti IgM en fase s&lida-IgM que se haya
formado anteriormente. La incubaciftn con sustrato enzimitico
produce un color azfil en el pocillo de prueba, gue se vuelve-
amarillec cuando se para la reaccibn con Acido sulfGrico. La-
intensidad del color es proporcional a la concentracitn de -

anticuerpos antitoxoplasma tipo IgM en la muastra problema.

La cantidad de anticucrpos de la muestra puede calcular-

sa madiante una linea de calibracion ( 3, 8, 9, 10, 13 ).,

Con este método los resultados pucden Ser expresadog -

con un titulo o un indice. En caso de una pruecba negativa no
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hay inmunidad exiatiendo el riesgo de contagio, en caso de -

-prueba positiva menor de 1:100 exiate inmunidad escasa,'con -
titulos mayores de l:OO exista inmunidad‘adquirida. _si la -
toxoplasmosis es evolutiva y 1a medicacién ea efectiva,'se -
producir§ un ascenso de los titulos durante las 2 a 6 semanas
siguientes al tratamiento, posteriormepte;los-tituloa descen—

derin por debajo del ipnicial ( 3 ),

La respuesta inicial de anticuerpos a la infeccién por -
toxoplasma es de predominio IgM por lo gue es Gtil para la -
deteccitn de infeccidn aguda ya que aparecen de la primera a-
la segunda scmana de infeccifn y desaparecen en 4 a B meses -

{ 2, 9, 10, 13 ).

La edad de las paclentes del presente estudio correspon-
dié a la &poca de mayor potencial reproductivo, ya que la me-
dia fué de 26.6 afos. No se demostrs gue la convivencia con-
animales domésticos o la ingesta de carne cruda fuera impor -

tante en esta serie.

Llamé la atencién la gran incidencia de-abortos del pri
mer trimestre, del segundo y la muerte fetal entre los ante-

cedentes obstétricos y que sa correlacionan con los antece -
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dentes de infertilidad de las pacientes y 1os titulos de ELI—

SA. EL contxol del método se . llev6 a caba, como promedio,__-

cada 2,2 mases,

¥Ya que una sola aemostraﬁiéﬁ ho'ea:aéf}niti;ﬁ;péé#jlgf;éaiigg.
cién del diagn6stico, : o R
Nosotros considexamos gue la infeceién por-toxoplasma es -
poco probable cuando los tit&ios son menores de 30 U, Entre-
30 vy 80 U es sugerente de que existe el padecimiento, el 50 %
de la poblacién tiene estos vaiores. Mas de 100 U es conslde
rada como infeccién por toxoplasma, se encucntra en el 10 % - .
de la poblacién, MAas de 200 U sb6lo 1 % de la poblacifn lo -

posce,

La toxoplasmosis detecta dos tipcos de anticuerposs; IgG -
gue representa memoria inmunolégica y la IgM que indica acti-
vidad del proceso. Un aspecto importante fué que huba dismi-
nueidn de los titulos de ELISA con tratamiento a base de espi
ramicina, lo que refleja sﬁ influencia scbre la infeccién ac-

tiva y fenbmenos inmunolégicos presentes en la toxoplasmosis.

be las 23 pacientes cmbarazadas en gue se continud el --

control con ELISA, en 18 disminuyeron las titulaciones con -



22

tratamlento. Ninguno de los 13 productos que llegaron a tér -
mino, en el momento del estudio, tuﬁq malformaciones congéni -

tas, no hubo mortinatos.
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.--'a'n-'s"v.};_a'h_l"j, Lo

Se rea]izd el saguimianto de sesentaspacientes gue acu -

dierun para su estudio a1 servicio de Binlogia de la Reprodkg

cciGn del. Hoapital de Gineco obatetricia nﬁmaru tres del Cen-

tro Médico "La Raza" en los Gltimos suis meses,

Se estableci& la incidencia de pacientes con prueba de -
ELISA positiva para toxoplasma (193G y/0 IgM), las variacic =
nea de titulos en las pruebas de control con tratamiento y en
aguellas mujeres con embarazo gQue llegaron a término, el esta

del producto.

95 % da las pacientes tenfan ELISA positivo para IgG ¥y -

5 % tenfan IgM positiva.

En ninguno de los productos se evidencio malformaciones-
propias de la toxoplasmosis al nacimiento, No se corrobord -
la culminacién del embarazZo en aborto espontlneo en las pa- -

clentes con toXoplasmosis crSnica.
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CONCLUSIONES

L.a toxoplasmosis tiene una diatribucién mundial, consti-

tuyendo un problema de salud pGblica.

- En nuestro medio, la deteccisn de huiella inmunolégica es

de 95 %,

La incidencia de pacientes con titulos de anticuerpo IgM
que detecta infeccién por toxoplasma en etapa aguda es -~

de 5 %.

Existe una correlacifn entre los titulos de la prueba de

ELISA para toxoplasma y el tratamiento empleado.

Con detececidn de infeccidn aguda o crénica por toxoplas-
ma ¥y tratamiento especifico, el embarazo cursa normalmen

te sin temminar en aborto esponténeo.

Se ha corroborado una alta sensibilidad ( 95 % ) y espe
cificidad { 99 % ) de la prueba de ELISA con técnica -

"Doble sandwich" para la deteccién de toxoplasmosis.

El estado del producto al nacimiento en pacientes con en
fermeda’ aguda o crbnica y tratamiento con espiramicina

fue normal en este estudio, no detectindose en ninguno,
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malformaciones congénitas o mortinatos, pero debe comple

mentarse con un nfmero mayor de muestras.
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