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CAPITULDO I
INTRODUCCTION



INTRODUWLCCIOGN

ANTECEDENTES HISTORICOSH
El género Toxoplasma fud estaklecido por Nicolle v Manceaux en
1909 (1,2,3) para un organismo que descubrieron en un pequefio

roedor denominado Gondii ¢(Ctenodactvlus gundids en el norte de

Africa- Dieron al microorganismo encontrado el nombre de
Joxoplasma gondii- En 1939, Cowen vy Paige(di demostraron que el
Joxoplasma provocaba en el homﬁre neuroinfecciones, va ~que el
microorganismo fue aislado de laﬁtantes con encefalomielitis
congénita; Sabin fue el primero en sedalar que la Toxoplasmosis
congénita se manifiesta a menudo por un sindrome tonsistente en

coriorretinitis, calcificaciones cerebrales., retraso psicomotor,

hidrocefalia o microcefalia v convulsiones (d).

El ovigen etimoldgico de Toxoplasma viene del griego toxon §ue
‘signi'ica arco. La clasificacion moderna colocta al Toxoplasma en
1a familia Eimeridae v del orden Coccidia(2). Exnperimentos hechos
por Frenkel vy colatoradores en 1970 vy por Hutchinson v
colaboradores en el m!sho afio sugirieron que Igggélggmg perteriece

a la subclase Coccidia muy relacionada con el género lsospora.

Finalmente 1la clase Toxoplasma fud puesta en el subphylum
Sporozoa por el comite de Taxonomia y problemas taxonomicos de la

sociedad de Protozéologos en 196d (3).



La clasificacidn para Tonoplasma queda como sigues Phyluam?

Sporeozoas Clases Toxoplasmeas Ordent Coccidiaz Familiat

€Eimeridaes Gerneros Toxoplasmas Especiet Toxoplasma gondii. En

general se han descrito muchas especiesy, perc la mavoria de los

pardsitologos s8lo aceptan a Toxoplasma gondii debido a gque todas

las “especies” son morfologicamente iguales y especificas en sus

reacciones inmunoldgicas (4).

DISTRIBUCIDN; Se ha reconocidé que el Toxoplasma tlene wuna
distribucidn mundial, presentandose con mavor frecuencia en
regiones conccidas como trdpico hamedo, aunque tambien influvewn
factor;s como estilo de vida, especialmente los gue mantienen
animales caseros (1.5.6,72¢t nivel socioeconBmico v cultural. En
general se acepta que existen anticuerpos antitoxoplasma en 30 a
S0% de la poblacidn mundial. Se ha calculado que anualmente de
0.3 a 1% de la poblacidn susceptible se infecta con Toxoplasma lo
que implica la existencia de 200,000 a 700,000 casos nuevos por
afio en Mbxico (8>) aunque la mavoria de los infectados tienen un
curse clinico asintomdtico o no caracteristico lo que impide el

diagnéstico preciso.,

La distribucidn de la toxoplasmosis como se dijo anteriormente
depende  del are§ gedygrafica, poy ejemplo hay extremos como
Austria v Fiplandia con cifras no mavores del 2% p bien Francia v
E1 Salvador cercanos al 90% en EUA en general se han reportado
infecciones entre’ 20 a 70% dependierdo del area del pals
(1.6,8,973 En Méxito los estudios indican cifras intermedias de

30 a 40% (ver cuadro 1),



CUADRO No. 1

FRECIJENCIA DE ANTICUERPQS CONTRA TOXOPLASMA GONDII

EN NINOS Y ADLILTOS.

GRIGEN
Paris
Tahit}
Inglaterva
Finlandia
Austria

" Nueva Orleans
CA. Sur (USA}
Pittsburg
€1 Salvador
Méuico

Mésiico

Paris
Oslo

New York
Londres
Finlandia

Tabasco

REFERENCIA
Couvrer
Feldman
Fleck
Harboe
Thalhammaer
Feldman
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Feldman
Remington
Roch

Resano

Koskiniemi
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Koskiniemi
Koskiniemi
Koskiniemi

Fernandez T-M.

1960

1956

1965
19%6
1970
1?66

1976

&/12 a 3
33
48
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1o

40

20

Poblacidn global

197%
1980
193¢
1950
1980

198&

ad
12.5
22-32
20-30
-

60

/40 a %

87
7
28

— Reterencias 7,%9.




CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS: El pardsito es intracelular
obligade, es un organismo ovoideo, piriforme o semilunar y mide
de cuatro a seis micras de longitud por tres micras de diametro
(3> figura i1 cuando sale de la célula hubsped tiene una forma
arqueada, al microscopio 8ptico y ton tincidn de Giemsa o Wright
_s® observa el citoplasma azul con una masa roja redondeada de
cromatina. que es el nfcleo. este se encuentra situado mds cerca
de wuno de los extremos, vy en el opuesto hay una masa pequefia
teffida de rojo, gque es el cuerpo paranuclear. Las preparaciones
en hbmedo vy tefiidas con hematoxilina se observa que el nécleo
tiene una membvrana y un cariosoma tentral. En las preparaciones
en fresco aparece el Toxoplasma como un cuerpo hialino y se
presenta aisiado o en pares, por su morfologla se asemeia algo a
las Leishmanias. En 1los cultivos de tejidos de riffon de mono,
cada Tonoplasma que invade una célula adopta una fase de reposo,
despues de un periodo exponencial similar al de hacterias vy

virus-

Al Microscopio Electrdnico se observan diversos organelosg las
fotogratias revelan una membrama v un conglomerado de material
intensamente tefido, las inclusiones citoplasmdticas 800
interpretadas como sigque:

a) Uno o varios hastoncitos curvos o mitocondrias.

b)Y Gr&nulos'yuxeanucleares que se encuentran junto al ndcleo.

¢ El conofde gue es una masa fusiforme en el extremo puntiagudo
del citoplasma.

dy Los Toxonemas haces de corpfsculos alargados. con el extreme

libre Vv grueso que se adelgaza al aproximarse al conolde (ver

3



figurg 1
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figura 13.
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CICLO REPRODUCTIVO: La reproduccidn del Toxoplasma tlene 1lugar
en el epitelio intestinal de los gatos mediante esquizogonias, lo

que conduce a la formacidn de gametogonias. Considerando al

hospedador humano., €l parAsito tiere tres distintas fases en su

ciclo de vida v sorn el tagquizoito. quiste tisular v el ooquiste.

Los ooquistes son producidos en el epitelio gastrointestinal a

niivel del Ileo de los gatos siguiendo un ciclo reproductivo
sexual. Despues 1los ooquistes son eliminwados durante dos o tres
semanas en cantidades erormes en las heces de los gatoss estos

ooquistes miden 12 por 9'micras, son ovales y estan rodeados por

una pequefia pared, son resistentes a una amplia variedad de-

agentes fisicos vy biogquimicos, no esporulan por debajo de o



grados centigrados o arriba de 37 grados centigrados. El tiempo
que llevan para esporular los ooquistes es de 1t a & dias. Al
madurar cada ooquiste contiene dos esporoquistes con cuatro
esporozoitos en cada uno de ellosy "los esporozoitos formados sown
infectivos para humanos v a un inmenso ovden de animales salvajes
y domésticos, bajo condiciones favorables estos pueden guedar

infectivos por un afio (9.

La infeccidn por Toneplasmp gondii se inicia despuls gue un
hudsped suceptible, ingiere oOogquistes o gquistes tisulares,
entonces hay penetracidn de la mucosa gastrointestinal por
‘esporozoitns y circulacién de taquizoitos, los cuales pueden
multiplicarse asexualmente en distintas c8lulas humanas., formando
el parsitéforo de 146 a 32 organismos, lo gue conduce a la muerte
celular con disemivnacidn sangulnea y linfdtica ere otros
organos y tejidos. Coincidentemente con el desarrollo de
inmunidad humoral y celutar, se observa disminucidn en la
proliferacién de pardsitos organizdndose a bradizoito, el gquiste
tisu{ar contendrd arriba de 3000 bradizoitos (¥): la formacidn
del quiste se da por acumulacidn de un polisacarido semejante al
glucdgeno dando origen & gue el parasitéforo se altere a
seudoquiste ¢ finalmente a guiste tisular. Los taquiczoitos pueden
quedar viables por horas en secresiones extracelulares tales como
ldgrimas, leche, saliva v fluido peritoneal. Estos son incapaces
de sobrevivir a la desecacibn y descongelacidn o a Jjugos

digestivos.
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Las formas reproductivas del [éﬁgglég@g a lo largo ael ciclo
sandy los taquizoitos, que se desarrollan rapidamente vy son
caracteristicos de 1la infeccidn aguda, desarrollandose en los
seudogquistesy las formas de lenta reproduccidn, cavactertsticas
de las infecciones crénicas son 1los denominados bradizoitos,
apavecen durante la fase intestinal o tisalar del ciclo al igual
que los taguizoitos, pero los bradizoitos se desarrollan dentro
del quiste, la fase tisular es la Bnica conocida en el humano.
Las tres fases restantes que sblo se obecervan er e} gato, son los
‘merozoltos los cuales suryen de la esquirogonla, 1los gametos de
la gametoyonlia. Yy los aaquisges gue maduran fuera del organismo

por lsporoqon!a-

El1 gato como los humaros y otros animales, tambien pueden tener
farmas extraintes}inake: o proliferativas (taquizoitos - o
kradizoitos? en sus tejidos. Los ooquistes inmaduros desalojados
por los gatos no son infectivos, la esporulacidn a temperatura
ambiente (20 a 22 grados centigradosd tarda t a 4 difas en
completarse (1), vy por lo menos puede permanecer en el suelo un

atio.

CARACTERISTICAS CLINICAS: Hay dos maneras de adguiricr la
infeccién que son de fuentes externas v por medio congénito: la
iéfeccidn diseminada puede ocurrir cuando un individuo, quien a
aéquirido previamente la infeccidn en algura 8poca de la vida,
erltra por diversas causas inmurosupresidn fundamentalmente de

la respuesta inmune c#ldlar, lo eual impide el contral de 1la

infeccidn latente, siendo una oportunidad para la diseminacidn vy



CUADRC 3

CARACTERISTICAS CLINICAS MAS FﬁECUENTES EN 32 NINOS CON

'TOXOIPLASMOSIS CONGENITA.

SIGNOS Y SINTOMAS No . %
—. 8intomas neuwroldgicos 25l 73
- Coriorretinitis 18 S&
- Hidrocefalia 9 23
- Hepatoesplenomegalia & 19
~ Triada Clasica o1 3

Hidvocefalia-Hepatoesplenomegalia-Calcificaciones

AJDC- 1433724-173%.



pragresidn de la enfermedad. La Toxoplasmosis conuénita puede
presentarse cuande  una muier embarazada tiene infeccidn activa:
La infeccifn por Toxoplasma es asintomdtica en adultos en 20 % a
0% de los casos (163) la mavorfa de los casos se resuelven
favorablemente, sin embargoe la toxoplasmosis es una seria
enfermedad ern pacientes inmunocomprometidos v en wpacientes cow
infeccidn congénitas es ast como la infeccgbn toxoplasmosa puede

deiar secuelas graves como ceguera o retraso mental en nifios.

En el caso de infeccidn asintomatica, las taquizoitos
ocacionalmente invaden los pulmones, el hlgado, el corazon, el
cerebro y los ojos, en caso de disemivacisn. causa sertas
lesiones en 1os organos afectadoss la sintomatologia refiere
comunmente linfadenopatia y linfocitosis atipica, puede estar
acompafiada con fiebre, mialgias, diaforesis nocturna, farinaitis,
exantema maculopapular. hepatoesglenomegalia. ganglios linfaticos
cervicales v retroauriculares inflamados. La enfermedad puede ser
indistinguikle de’ 1a mononucleosis infecciosa. la lintadenopatia
puede persistir por meses mientras la linfocitosis dtipica v la
enfermedad febril son pasajeras ¢5).

TOXOPLASMOBIS Y SIDAt €1 problema de la Toxoplasmosis cobra mucha
impaortancia, més aun con el va creciente problema de)l Sindrome de
Inmunodeficiencia Adﬁuiridan esta infeccidn trae como
consecuencia el aumento potencial de un ndmero mavar de personas
contaminadﬁs con Toxoplasma gondii- En el pasado la encefalitis
toxoplasmosa era una rara enfermedad aun en adultos

inmunocomprometidos, actualmente se reconoce como la causa mhs



comun de infeccidn encefalica en pacientes con S.I.D.A. (.

Log pacientes inmunodeficientes representan un alto riesygo
de reactivacidn de ua  infeccidn  latente como es la
toxoplasmosis, es hien veconocida la elevada frecuencia vy los
efectos desastyosos de encefalitis toxoplasmosa en pacientes con
Sindrome de Ivmunodeficiencia Adguividasz aproximadamente del 30
al a0% de pacientes com este sindrome tienen anticuerpos
positivos a Toxoplasma uondii «&,%), v .l..a evicefalitis por

Toxoplasma es desarrollada ypor reactivacidn de 1a infeccidn

latente. Se ha revortado que cerca del 25 % de pacientes con SIDA
en Berlin v Par!s contraen encefalitis toxoplasmosa mientras aque

E+.bls s8lo del & a‘lﬂ % la contraewn.

Son muchos los vepovtes que hahlan de 1la velacibn de SIDA cown 1la
encefalitis toxoplasmosica, Mardgaret A. fFischl estudio #1 caso de
un paciente com SIDA el cual Lenla un abceso cerehyal tuberculoso
y ademas existla encefalitis toxoplasmbsica, auncgque reportd la
posibilidad de otras infecciones secundarias en el sistema
rervioso central como las dehiﬁas a Cripbococcus neofovinans,

Asyeraillus fumiogatus, Cytomegalovirus v uwn papovavirus (113,

Ew  un  estudio reportado vecientemente ypor Yasuwire Susuki, se
observo difevencias en virulencia y desarrollo de evncefalitis
tonoplasmosica durante la infeccidn cronicay se 1levo a cabe el

estudio wtilizando doas diferentes cepss de Tonoplasma dondii que

fuerdn la MEL? v la DAG, se ohservd gque desypuds de TO semanas de
hakerse inoculado 10 gquistes a cada ratow con la-cepa MEAY hakian

muerto el £&d% de estos ratones, mientras due los inoculados con

=



la cepa DAG no murierons el veporte fival indicd que la patogenia
de la encefalitis deypende de la cepa del wpardsito v tambidn
contribuve al estado inmuolégico del waciente, para el desarvolle

de la crucial enfermedad (129,

TOXOPLASMOSIS CONGEMITA: La Toxoplasmosis conglnita ocurre cuando
el microovrwanismo infecta a muﬁeres embarazadas gque pueden teney
infeccibn crdwnica o‘latente- £l pardsito atraviesa la barrera
placentaria y despubs e un perlodo lento el producto se infecta.
El riesgo y - 1a severidad de la infeccibn En el producto
depende de la &poca gestacional en la gque se halla adguivido 1la
infeccidbn, se ha cheervade gue la incidencia es mAds alta cuavndo
la infeccibn se adguiere duwvante el primer tvrimestre de gestacibn
(&Y.
.

Morbimortalidad de la infeccitn de toxoplasmosis congtnitatl
Desmonts veportd que la mortalidad que produce este pardsito
puede ser entve el 1 a &%, mientras gque los signos de prematurez
al nacimiento pueden ser de hasta un JI2% . 1os cuales tievnden a
degsarrollar la enfermedad des 124 presentan severas alteraciones
encefAdlicas y/0 oculares, mientras gque el HW% de los wivos e
infectados pade;eh enfermedad subclinica. lo cual ge llega a

manifestar en las primevas doce semanas de vida (13).

Se ha reportado que en algunos casos de emharazos gemelares

hetevocigotos, wprimeramente la infeccidw de Toxoplasma wondii es

sobre wuna placenta; para posteriormente originar la infeccidn en

ese producto, s? la infeccidn de ese primer producto se demora de

3



4 a & semanas el otro producto puede escapar a la infeccidn
toxoplasmosa. Esto es debido a que se proteqge con el paso de
anticuerpos de la madre vy no se okservan dafios o son mevios
severos. Son muchos los casos reportados en los gue se ha
observado, que al naciﬁiento. existe dafo severo en uno de los
neonatoes, mientras que en el otro no se aobservan malformaciones o

son muy ligeras. pudiendo existir una infeccidn subclinica (14d4).

Entre los datos clinicos mds frecuentemente reportados se
encuentran los siguientest Pri&eramenbe en la madre se manifiesta
mis comunmente linfadenopatia con rnbddulos cervicales de
aproximadamente 3 a 106 semanas de duracidn, que puede estar
acompafiado <con fiebre; mientras que en el neonato se puede
incldir vasculitis periacuedectal y periventricular, necrosis,
tiebre, erupcidn maculopapulosa, hepatoesplenomegalia, ictericia,
microcefalla, microftalmia v convulsiones que se pueden presentar
principalmente despues de algunos meses hasta afios de vida (ver
cuadro 377 las manifestaciones mencionadas pueden venir juntas o
presentarse solas (9,13,1d v 15). Las infantes sohrevivientes
sufren de retardo mental u otros defectos neurolégicos. La triada
hidrocefalia, coriorretinitis v calcificaciones cerehrales son
los signos mAs frecuentes de Toxoplasmosis cnnqénita {(ver cuadro

d), (M.

TOXCPLASMOSIS OCULAR: Un cuadro clinico tambien conocido v dekido
a Joxoplasma gondii es la Toxoplasmosis ocuwlar:s Este daftio viene
como resultado de la colonizacidn del drgano de la visidn, siendo

consecutiva a una diseminacibn del pardsito por MUCoOsSAa

10



CUADRO d

MANIFESTACIONES CLINICAS DE INFECCION

CONGENITA

- Coriorretinitis

- Hidrocefalia

- Microcefalia

- Trastornos Psicomotores

~ Calcificaciones cerebrales.




taringea, intestinal, conjuntival o atravez de heridas de piel.
El pardsito ypuede afectar wvarios drganos, entre los mas
frecuentes se encuentra el globe oculary al dividirse el
pardsito en forma activa, ocasiona focos de necrosis y reaccidn
inflamatoria localizada, con infiltracién linfocitaria alrededor
de las células infectadas. Posteviormente pueden presentarse
periodos de latencia, en 1os que el pardsito se rodea de una
pared gquistica como respuesta al hubsped, en estas oscasiones el
pardsito deja cicatrices perenes. las que segln la localizacibn,

producen un deficit funcional de grado variakle (163,

En estudios realizados por Francois J. (1&) el considera que
lags  lesiones patognombricas de toxoplasmosis otular son las  que
tienen forma de roseta, con uwna zona central blanco grisdcea.
anillo pigmentado v una corona de celdillas claras alrededor, 1la
que a su vez #std circundada por un rodete negro. En un estudico
realizado, se ercontrd mavor frecuencia en nifios de edades
comprendidas  entve cinco A nueve afios v en  menor proporcibn
menores de un afo v de 10 a 14 affosy en cuanto 2l sexo la
trecuencia ec mayor en el masculino, ton una frecuencia del &3% v

eh el femenino fue de J6% (1&5.

TOXIPLASMOSIS Y POLIMIOSITIS/DERMATOMIOSITIS: Se ha chservado en
muchos estudios una relacibn existente entre touoplasmosis v la
polimiositis o dermatomiositis. Be piensa que la alta frecuencia
de la  toxoplasmosis ligada .a polimiositis~dermatomiositis,
pudiera ser consecuente a una terapia inmuncsupresora para

trasplante venal o cardiaco (17).
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En un estudio se observo que las pacientes con enfermedad
muscular son suceptibles de toxoplasmosis. Demostrandose que el
S0 % de los paciente; conr polimiositis o dermatomiositis tieren
anticuerpos. positivos a JToxoplasma gondii por 1la reacciln de
Sabin~Feldman y sblo el 24% lo presentan por inmunoflugorescenciag
estos porcentajes san.siqnificativamente altos. Los anticuerpos
;gM son indicativos de reciente infeccidn por lo cual se piensa
que la infeccidn de toxoplasmosis se adgquirid en cuanto se

manifestd la enfermedad aguda muscular {(17).

En el estudio se excluveron los falsos positivos por
anticuerpos antinucleares v factor reumatoide, en pacientes con’
distrofia museunlar vy Lupus eritematoso sistémico ton o sin
miositis ne encontrdndose incremento en la frecuencia de

anticuerpas antitoxoplasma (175,

EPIDEMIOLOGIAS Se ha mencionado que hay dos maneras por las
que el hombre puede adgquirir la taoxoplasmosis: de fuentes
enternas vy conygbnitass muchos de los casos de toxoplasmosis
corresponden & recien nacidos. La forma de trasmisidn se realiza
de diversas formas. Los hudspedes trasportadores de ogoquistes,
como las cucarachas, moscas Vv lombrices de tierra pueden
diseminar los ooquistes hacia varios ambientes. Las cajas de
areria, macetas, s&elo de jardines, campos abievtos v otros sitios
en los que el gato QEposita lu; fieces funcionan como almacenes de
ooquistes gque pueden ser ingeridos por el hombre o los animales,
puede ser tambien trasmitida la infeccibn mediante secreciones

corporales, leche no pasteurizada, transtuciones sanguineas Vv
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trasplantes de organos. Existe la trasmisidn por canibalismo o
por hdkitos carnivoros de algunos animales- Otro mecanismo  muy
interesante es la trasmisidén trasplacentaria, ‘el pardsito se
disemina por la sangre v se puede alojar en todos los tejidos de
la esconomta, as! es que si la hembra embaracada sufre
parasitemia. puede desarvvollar nides de pardsitos v pasar al

torrente sanguineo-

En los Estados Unidos de Norteamlrica se ha encontiade wuna
relacién de la ingestidn de carne cruda o mal cocida con un alto
tndice de seropositividad., encontrlndose de hasta 6&7% de la

poblacibn de ese pais (113, .

La infeccidn por Toxoplasma, se presenta en cualguier estacibn

del affo v en cualquier terreno, en el hombre 0 en cualquier
animal vertebrado de sangre caliente sin variaciones constantes
por factores de raza. sexo, ocupacidn y dieta. residentia urbano
rural, sin evidencia clara de trasmisitn de la infeccidw de

persona 2 persona, o por artrépodos. Toxoplasma gondii ha sido

aislado de la sangre, saliva, orina, materias fecales, exudados
conjuntivales v leche materna.- $Se han incluldo infecciones
experimentales en animales por via intracutdnea, intracerebral,
por inhalacidn, por ingestidn y depdsito de inwdculo sobre la piel

escarificada, conjuntiva, muctosa nasal y vaginal.

Recientemente se ha reportado una alta frecuencia en la
reactivacidn de la infeccidn por Toxoplasma gondii, ocurriendo

mds frecuentemente en pacientes enfermos con Citomegalovirus,



;;to tal vez debido a una posible inmunosupresidn, facilitando el
atague oportunista del Toxoplasma v manifestdndose la infeccidn
con pneumonia. El mecanismo por el que el Citomegalovirus origina
la reactivacib; del Toxoplasma latente no es conacido
exactamente, sin embargo hay dos hipdtesis gque explican lo
anteriort Lna dice que el Cltomegalovirus afecta divectanente la
replicacién del gardsito debido a las interacciones celulares
entre los dos microorganismos., se sabe por ejemplo que en el caso
de la infeccidn de Citomeaalovirus en fibroblastos diploides
humanos, resulta en localizacidn de rosetas alrededor de
los cuerpos citoplasmhticos, debido presumiblemente al rearreglo
de los organelos celulares del hospedador durante 1la avanzada
replicacidn del virus. La otva hipdtesis dice que el
Citomegalovirus inducg inmunosupresidn que permite la

veactivacidn del pardsito, la infecciodn con Citomegalovirus daffa

el mecanismo de la fagocitosis por los macréfagos, por lo tantoe
el  hospedero se hace mds susceptible a la infeccién por el

pardsito (13).

TERAPIAT El tratamiento de la Toxoplasmosis €5 muy importante
principalmente en el caso de mujeres embarazadas, va que existe
un- alto riesgo de Toxoplasmnosis congénita- Cuando la infeccidn
ocurre en el perfodo periconcepcional o en el primer trimestre,
ésta puede causar aborto o muerte del producto em utero como
resultado de upa severa lesibn neuroldqica. La terapia premnatal
hace disminnuir los efectos de la infeccidn v por 1lo tanto
ofrece una alternativa a mujieres quienes desean continuar su

embarazo o & quienes consideren imposikle terminar su embarazo

N
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por razories &ticas o legales. Los adultos inmunocomprometidos con
la linfadernopatia causada por la Toxoplasmosis generalmente no
son tratados & menos que los sintomas sean severos Y
persistentesy) mientras pacientes nod inmunocomprometidos con la

toxoplasmosis necesitan una puntual terapia (6,9,13.157.

Existen diferentes esquemas de tratamiento para la
Toxoplasmosis? En  adultos la dosis de pirimetamina es de
1O0mg/dia dividido en dos dosis combinada con sulfadiazina
(7Smg/Kq por dia ® dgq/dia durante dos dias) de ahl en adelante se
administra 25 mg/dia durante todo el dla y la Sulfadiazina
(100mg/Kg por dla 6 Rg/dfa dividido en dog dosis) es dada por dos
& cuatro meses, Y para inmunodeficientes por & meses mhs. EIl
manteniendo de la dosis de pirimetamina puede subir a 50 mg/
por dia (2. La pirimetamina vy la sulfadiazina son aqtaqonistas
del Acido fdlico y por lo tanto pueden causar depresiones
medulares: la administracibn del Acido fdlico puede disminuir
estos efettos. La pirimetamina puede tambien causar sintomas
intestinales, dolor de cakeza v mal sabor de hoca (ver cuadro 5}

(9,14).

La combinacidn de la terapia de trimetroprim y sultametozasxole
pueden producir pocos efectos colaterales (7. La Tosoplasmasis
ocular puede ser tratada con clindamitina. La terapia de
corticosteroides sistémicos es inpiciada si las lesiones

envuelven 1a mbhcula o el nervio bptico (2.



CUADRQ No. &

TRATAMIENTO PARA LA TOXOPLASMOSIE.

ADUL TGS INICIAL PIRIMETAMINA 100 myg/dia

SULFADTAZINA 79 ma/Kg/dia
2 = & meses PIRIMETAMINA 25 mg/dia
SULFADIAZINA 100 mg/Kg/dia

ACIDG FOLICO 5 mg/Kg/dia

TAXBPLASMISIS OCULAR CL INDAMYCINA

CORTICOESTERODIDES
INFECCION DURANTE EL EMBARALC SPIRAMICINA 3 g/dia par

3 semanas

SULFADOX INA 25 mg/¥K.a/Semana




La terapia de spiramicina (3a/dfa por tres semanas seguida poy

una interrupcidn de dos semanas) disminuve el riesgo de infeccidn
fetal en up TO% (€,9,15). Gi el feto ps infectado pirvimetamina vy
sulfadoxina (2% mg y S00 myg respectivamente) son administrados

por 10 dfas en adicidn a spiramicina diariamente (ver cuadro &)

Con el creciente desarrvollo de la encefalitis toxoplasmosa en
pacientes con el Strdrome de Inmunodeficiencia Adguirida, ha side
necesario, una terapia alternativa a las va conaocidast yva que un
pimere alto de estos pacientes (&0%) desarrollan reacciones
aldrgicas © serios efectos <colaterales a Jla terapia de las

sultonamidas, trimetroprim o pirimetamina (5192,

En un vreciente estudio desarrollada, se observd gque el
trimetrexato, gue es una gquinazolena liposcluble, comunmente
utilizadal como agente anticancerigeno posee un potente efecto
inhibidor de Ja enzima dihidrofolato reductasa (DHFRY aislada de
Tosoplasma qgondii § ewta enzima se encarga de catalizar 1la
reaccidn de Acido paraaminobenzolco a © formiltetrahidrofolato, v
as! mantener el poul intracelular de folatos reducides, durante
la  divisiln del pardsite v asl contiruvande 1a irnfeccidn en
¢l  hospedador (19,20). 6Be observd gue la proliferacidn de
Toxoplasma gondii en macrbfagos de ratones es5 completamente
inhibido por exposticibn de estas ctlulas a una concentracidn de
10 a la menos siete malar de trimetrexato por §8 horast se
observd que las diaminopiridinas, pirimetamina y ‘trimetroprim
tienen muy diferentes propiedades comparadas corn metrotvexate v

ety que aqgquellos tienen intermediaria actividad inhibitoria

16



CUADRC No.&

TRATAMIENTO CONTRA TOXCOPLASMA GIONDII EN MUJERES GESTANTES

DETECCION DE LA TRATAMIENTO SIGNOS DE
INFECCION INFECCION AL
NACIMIENTO.
DURANTE LA GESTACION (SEMANAS) ANTIPARASITARIOS
16 33 PIRIMETAMINA Y MICRQCALCI-
FICACIONES.
SULFADOX INA
23 33 PIRIMETAMINA Y CALCIFICA-
CION CEREBRAL .
SULFADIAZ INA
17-20 2930 PIRIMETAMINA
SULFADOXINA NINGUNO.
SULFADIAX INA

NEW ENG. J. MED. 1939, 313:271-275.




frente a la DHFR bacteriana, perc pueden pasar mds rdpidamente a

las células bacterianas y de mamiferosyg obteniendose de. esta
manera un efecto mucho mhs rapido, pero bajo evaluacidn clinica
el trimetrexato punde ser usadp con leucovorin como un potente v
selectiva droga antiprotozoaria sin apavente toxicidad en células

mamiferas y aun en ¢élulas infectadas (19).
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RESPLESTA INMUNE A LA TOXOPLASMOSIS

La  Toxoplasmosis al igual que otras infecciones, manifiesta
una  respuesta inmunoldgica. De esta manera ta respuesta inmune
humoral a la Toxoplasmosis tiene el siguiente ovrden de aparicidn
cronoldgicot A partir Jde la primera semana wposterior a la
infeccibn se reconcce la ypresentia de anticderpos IgM: la
elevacibn tiene an componevite inicial de anticuerpos
inespecificos con cruce antiglnico, la variedad IgM especlfita en
contra de algquno o  algunos determinantes antigénitos del

\
Toroplasma wgondii aparece mds tardfamente v se yrolonva por mAS

semanas e incluso algunos meses (5.Z1). La variedad TgG aparece
dos a ' cuatro semanas despues .dé iniciada la infeccidn: la
elevacidn de los titulos es lenta durante dos a cuatro meses v
alcanza su maximo en tires & seis m;ses: estes titulos ypueder
permanecer elevados (igual o mavor a &000 .1+ por meses o0
incluso afos (®,219.
(49 ISM I‘G

Anticuesro

3 Heser

2 Semamas



El desarrollo de la respuesta inmune le permite al humano,
limitar 1a infeccidn y mantener un sistema de wvigilancia
para evitar nuevas infecciones e incluso recurrencias con
progresidn generalizada, tal como sucede en el huédsped con alaun
deshalance de la inmunidad celular y/o humoral (21,22). En el
caspo de que se encuentre un tltulo alto de anticuerpos en una
mujer embarazada, es recomendable realizar nuevamente la prueba
contra Toxoplasma gondii, para establecer si se trata de una
infeccibn activa o s8lo es respuesta de memoria inmunoldgica
(2373 este hecho e; de importancia va que se considera que del 30
a S50% de la poblac{dn Mexicanalpresenta anticuerpos previos a

Toxoplasma gondii (21,23).

Se¢ sakbe que muchas veces coincidente con el desarrollo de la
inmunidad humoral y celular, 'se observa disminucidn en la
proliferacidn del pardsito, organizacién del bradizoito v
evolucidn posterior a seudoquiste, finalmente gquiste tisular v
resolucidn de la infeccidn. E1 tiempo transcurrido en este

proceso puede ser de dos a tres semanas (23).

De acuerdo al tiempo de aparicidn Jde los diferentes isotipos
de inmuoglobulinas durante la infeccidn, es importante mencionar
que al determinar 190G especifica a Toxoplasma gondii, ello serd
inqicativo de que la infeccidn no es muy reciente:r sobre este
aspecto fue desarrollade recientemente wun método serbdlogico
utilizando wuma variante del método de ELISA, con el fin de

evaluar la avidez de 149G especifica por el antfgeno de

Toxoplasmar determinando de esta manera si la infeccidn es

.
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primaria o s8lo se trata de uwna memorla  inmunolégica. Este
trabajo resulta muy importante en el caso de mujeres embarazadas,
tiere la ventaja de distiguir entre una infeccidn reciente o
reactivacidn, lo cual es muy importante en el caso de muieres con
riesgo de Tosneplasmosis cowglnita (10Y. En un reporte realizado
por  Alexander J. Sulzer mostrd resultados diferentes a los vya
coriocidos,s en velacidn al tiempo en que aparecen 1os anticuerpos
IgM e IgG, despubs de la infeccidn por Toxoplasmois. Este trabaijo
5 yealizd en un grupo de soldados les cuales adguirieron la
infeccidn en la jungla al realizar entreramientosy el grupo fue
de 32 pacientes v fueron sangrados durante un ado a partir de la
infeccidn, con el fin de evaluwar los niveles de anticuerpos,
ohsevrvaAndose un rdpido ascenso simultdrieo de anticuerypos
especificos IouM e I14G, despuds de las dos primeras semanas de
infeccidn, a diferencia del conocido ascenso primario de la IgM
para despuls proseguir el ascenso.de la TgyG. Al mlsmp tiempo se
observd gque cuando los niveles de anticuerpos TyG son aites y  no
se observa reactividad de la IgM, se puede pensar- que la
reactividad de este anticuerpo, se ve inhikida por altos nveles
e lgG que compiten por los determinantes antigénicns del
microorganismo. En  este trakaio se concluyd gue los niveles de
anticuerpns.IgM no son indicativos de infeccidn reciente por las
. razowes mencionadas, aungque esta diferencia en el tiempo de
aparicidn es dekida at la respuesta inmunoldgica particular del
hospedadur. variatilidad de la cepa o a difevrencias en la ruta de

infeccidn sea por ooguistes,taquizoeitos o bradizeoitos (240,



La alta prevaléncia de anticuerpos antitoxoplasma en algunas
poblaciones humanas, v el hecho de que los niveles pueden quedar
elevados despues de la infeccidn aguda, han complicado 1la
interpretacion de 1los resultados seroldégicos cobtewnidos en
individuos con sospecha de tener Toxoplasmosis congénita. Con el
fin de realizar mejores interpretaciones, se han realizado
algunos trabajos fundamentados en la iddentificacidn de 1los
diferentes antigenos de Toxoplasma gondii tratados por diversos
métodos, vy que serdn descritos a contivacidnt En un estudio se
utilizeo el metodo'de Inmurioblot que contribuye a facilitar el
estudio de 1a estructura antigknica del pavdsito y de loé
anticuerpos formados por estos antigenos, se estudid la respuesta
de anticuerpos a Toxoplasma gondii antes vy despues de 1la
infeccidn aguday s¢ realizo el_estudio midiendo los rniveles de
anticuerpos por ELISA v Sabin-fFeldman mientras que el antlgeno se
analizo por Inmunoblot, ohteniendose dos franjas muy marcadas en
sueros positivos a diferewcia de los sueros megativos., se observo
que estas franias de antigevno temian avidez por anticuerpos IuM e
19gG, el antigerno con afinjdad a IgM se encontvo en la hbanda
correspondiente a dKDa mievntras que el que mostro afinidad por la
1gG se encontrd en la banda correspondiente a 35KDa. Se observd
que en sueros pos)tivol aparecen estos determinantes antigémicos
indicando por lo tanto la infeccidn v siendo capaces de causar la
infeccidn en animales de lakoratovio. La importancia en el
desarrollo de esta tecnica es que al apareécer estos determinartes
antiglnicos tempranamente pueden por lo tanto servir para
diagnosticar tempranamente la infeccidn aguda de Toxoplasmosis

evitando errores en la interpretacidn serdlogica (2%).
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Se han desarrollado estudios para definir los antlygenos de

Toxoplasma gondii, los cuales son detectados ypor anticuerpos IaG

presentes sblo durante el estado de 1a infeccibn aguda. La
técnica que se utilizd consiste bdsicamente en utilizar un fijado
de taquizoitos con acetora (AntlgenoiAl), obteniendose sbdlo
resultados positivos durante 1a fase aguda de la infeccibdn,
mientras que en el caso de que exista infeccidn crdnica o aguda,
las muestras serfcas fueron positivas en un fijado de tagquizoitos
con formalina (AntigbrnotHS). En el desarrollo de este mlétodo se
realizaron interesantes observaciores entre las cuales se cuentan
las siguientesz al inmunizar ratones con el antfaeno AC se
reconccen predominantemente 10 antfgenos de taquizoitos por
analisis inmunoblot, de esta manera los sueros de pacientes con
infeccidn aguda reacciornan fuertemente conm estos 10 antlgenos,
mientras que los sueros de ratones inmunizados cor los antigenos
HS reconocen mds antlgenos de Toxoplasma gondii gque los
reconocidos frente al antfgeno AC. Esto sugirid que los ant?aenos
AC son una selecta porcidn HS, se observd ademas gque el anttaeno
AC eséimula la produccidn de anticuerpos IgG (ACY», que tienen
afinidad por las membranas de los taquizoitos pero no as! con la
membrana de los bradizoitos, mientras que el anticuerpo IaG (H3)
reacciona facilmente con ambas membranas por fluorescencia
indirecta. Estos resutados sugirieron gque €! suero obtenido
durante las diferentes etapas de 1la infeccibn contiene
anticuerpos laG, que reconocen diferentes antfgenos de
Foxoplasma gondiis La explicacidn a estas observaciones estan
basadas en reportes de la enistencia de dos membranas en los

taquizoitos, con peso molecular de 3I0,000 y 22,000 gque estan
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ausentes en los bradizoitos, vy por lo tanto de la diferencia de

reactividad (26).
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TECNICAS DE DIAGNOSTICD PARA LA TOXOPLASMOISIS

Los primeros casos de Toxoplasmosis se descubrieron por examen
microscénico de materiales fLeWidos wgue se aobtuvieron por
autopsia, hoy en dla existe Qna gran variedad de técnicas algunas
de las cuales varian en especificidad v sensikilidad, entre las
mds comunmente usadas se encuentran las siguientess (ver cuadro
ran
aY Sabin-Feldmant: Esta es una prueka de  referencia, mide

anticuerpos de la clase IgM e ITuG, los cuales
aparecen de 1 & 2 semanas Jdespuds del inicio
de los sintomas, incrementdndose a las & a 2
semanas vy persiste en declinacidp el titulo
por afos. Se considera reaccidn positiva a la
dilucion igual o mavor de 1tlk. £l t1tulo no
correlaciona con la severidad de la
enfermedad. La prueba ‘consiste en mezclar
cantidades. constantes de pardsitos vivos
suspendidos Enl suero wormal fresceo, con

similares cantidades de wvarias diluciornes

del suero inactivado, seguido  de una
i incubacidn  se atade en seguids azh) de
metileno alcalino recien preparado. Los
pardsitos no afectados son tefidos de 241,

mientiras gue los expuestos a amticuerpos, no
son  tefidos. La técnica es sensitiva v
especifica, pern las propias dificultades de

la té&cnica han hecho que se abandore &sta



by

Hemaglutinacibns:

(?314,21).

Ev esta técnica se mide IgG, sus anticuewp;;
tieven un sitio vecteptor diferente al
receptor de Sabkin-Felman, aparecen mds
tar-dlos, aurijue es menos especlfica v
sensikble ia hemaglutinacién yue la
reaccidn de Fijacidn de Complemente, por
lo tanto es wira prueba  con limitantes
para el diagribstico de infeccidn

addguirida vy neonatal transplacentarla. En

esta tdenica se utilizan antlgenos
splubles e  ypueden absorherse de manera
nasiva o acoplarse gquilmicamente & los

eritrocitos, Tos  antlgenos  de  Toxowlasma

se acoplan de manera esponldiiea a3  loe
eritvocitos formando reactivos gesbaliles
para la identificacitn de anticuerpos

421,275,

g
=



CLIADRO No. 7

METODQS DE DIAGNOSTICO DE LA TOXOPLASMOSIS

~ AISLAMIENTO
DIRECTOS? - INMUNOFLUORESCENCIA AG.

- BIOPSIAS

~ SABIN FELDMAN

~ FIJACION DEL COMPLEMENTC

~ HEMAGLLUTINACION PASIVA
INDIRECTOS:

= INMUNOFLUORESCENCIA I.

- ELISA

- FIJACION DE SURERFICIE




rc) Modificacidn de la téenica de awlutinacidvn en lAdten:
La tdcnica rnormal de aglutinacidn por labtex tiene el mismo
fundamento gue la hemaglutinacién s8lo gue en este caso se
utiliza latex, «ogue es una partfcula inerte. Esta técnica
modificada de 1ld&tex es un mdtodo radpido utilizado para 1la
deteccidn de anticuerpos antitonoplasma. Este mdtodo tiene
utilidad despuds de gue se observd agcurvencia de Toxoplasmosis
aguda en recipientes seronegativos cardlacos. En esta tdcnica
se introduce wuma centyrifugacidn, pudiendose leev una hova
despuds del comienzo de la centrifugacidn, permitiendo una
rdpida evalucaibn del estado de anticueryos del denador (27,

28, 2.

dy Fijacibn del Complemevito? La interpretacién de la prueba de
fijacidn de complemento se basa en 1a presevncia o ausencia
de hemolisis del indicador que son eritrocitos de carwnero cow
hemalisivia.- Cuando hay anticuerpo en el suero problema, se
combina con el antlgeno, y el complemento se fija al sistema
proklema. No se produce lisis de los evitvocitos. Se hahla
entonces de una prueba de fijacidn de complemewtoe jyositiva.
Cuando el suero yproblema wo contiene anticueryo, el
complemento queda likve y se puede fijar mds tarde al sistema
indicador. Se observa poy lo tanto lisis de los evityvacitos

de carnero. Se dice entonces gque la pvueba es negativa.

ey Inmunofluorescencia Ivdirectat Existew coloranbtes para mavcar

anticuerpos oque abksorken la luz ultravioleta vy azul covta vy

emiten lur wvisible. Les anticuerpos fluorescentes S0V



reactivos histoquimicos que veaccionan con anttuenos
especlficos para identificarlos- E1 antlaeno se tija sokre un
wortaobhietos ordinario- En la tdenmica divecta, se cubre este
con - anticuerpo marcado y se espera a gque yveaccione con el
antigeno. Ln lavado suave elimina el anticuerpb o  coembinados
en donde se observa fluorescencia es seguro gque hay antligewo.
siempre v cuando se hallan estudiado controles adecuades. ELl
método indirecto se baca en la tecwnica de antiglobulina. Se
emplea usando el antigeno vy wn anticuerpo no marcado
procedente de alguna esmecie conecida. Despuds la preparacibn
se eupone a un suero fluorescewte antiglokulinica, de esta

manera se observa fluorescencia del antigeno.

Inmuroklot: Esta téenica genevalmente wno es usada con fines

diagndstices rerno  tiene amplio usoe en la
invéstiqacibn- Este método esta fundamentade en la
migraci®n electvrofordtica de las protelwas en  un
campo eléctricos E1l medio de sosten es wun gel de
poliacrilamida o hojas de celulosa, en las cuales no
se estimula ni se impide el flujo de moleculas en el

el campo el&ctvico.



73]

h)

Demostracidn del antfgenod Aundque muchas pruehas seroldwicas
son disponibles pava la determiviacidn de anticuerpos a

Toxoylasma gondii, en ocasiornes la infeccidn por toxoplasma

wo puede distinguirse entre infeccidn activa e infeccibn
cronica ya gue pueden persisiktir los anticuerpos por afos
despuds de la infeccidn aguda; aungue pruehas para la
detecciln de,  anticuerpos IgM rermiten dincrementar la
deteccidbn de Ja veciente infeccidn, tales pruebas pueden
gquedar sujetas .a falsos positivos o wegatives. Por 1o
anterior se wutiliza coino tecnica de diagrndstico, la
identificaci®n, del pardsito v asise puede definiv mejor la
infeccidn aguda e indicar por 1o tanto cuando la infececidn
es activa. Las técnicas mis comunes uwsadas para la
identificacibn del pardsito son la contrainmunoelectroforesis
Inmunodifugidn v la técnica de aislamiento del par&sito gue
usualmente se rEali;ﬁ en ratones y cultivo de tejidos (9,305.
Evsayo Iwmunoaksavhente ligado a Enzima (ELISAY: En 1la
actualidad la prueba de ELISA es una de las mis sensibles vy
especificas, tiene sensikilidad y reproducibilidad mavor a
£ Se coﬁsidera wr tltulo francamente positivo de 20 L.T.
Caproximadamente 12:128) y se consideran tltulos muy altoes
por arriba de 300 IL.I. (mavor de uno a 102d4%. Los principios
fundamentaies de los pvocedimientos enzim&ticos son  muy
similares a les de fluorescencia. El método iwvdirecto
kdsicamente consiste en?

1) Preparar una muestra de antlgeno e incubar con



el apticuerpo especifico.
2% Lavar la preparacidbn con el fin de eliminar los

restos de anticuerpo que no reaccionaron.

3) La preparacidr es incubada con anticuerpos
antigamaglobulina conjugada a la enzima para
posteriormente realizar " el lavado

correspondiente.

4} Finalmente ¢l sistema se revela con el sustrato

correspondiente v se lee al microscopio

En lJa actualidad existen muchas variantes del método de Elisa las

cuales pueden medir IgM e IgG (21,31).

Las ventajas de seleccionar Elisa sobre la t&cnica de tincibn

tluorescente incluvent

-3 La reaccidn enzima sustrate es detectada
macroscopicamente, lo que evita gprobklemas de

campo oscuro en el ultravioleta.

b) Muchos de los productos de la reaccidn de I.F.
son electrodensos, haciéndose microscdpicamente

electrodensos.

[$] Muchas de las preparaciones histologicas por

Elisa son permanentes permitiendo revisar v
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repetir la observacibn de viejas preparaciones,
mientras que b&stas por fluorescencia rapido

pierden su tincidn-

d) Lta actividad catalftica de la enzima vy el
ndmero de moléculas de la enzima atacan al
anticuerpo, actuando coma un sistema
'amplificador, por prolongacidn de la incubacidn

del sustrato v asi la sensibilidad puede ser

aumentada (32).
e) Los reactivos de los conjugados son faAcilmente

estandarizados v mas estables que los

conjugados de fluorescetna (21,31,32).
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INMUNGF LLORESCENCIA

La inmunofluorescencia fud introducida en 1341 por Coons, el
cual empled beta antraceno, Jque es un compuesto fluorescente de
color azll ., conjugade conm  antisuero antineumoclccico para
‘descubrir 1os antigemos hacterianos rn las cortes de tejidos
(14Y» La tlcnica de ivmunoflucrescencia es esencialmente wna
téenica histogulmica o citoguimica para la identificacién vy
localizacidn de los antlgevos, es la emisidbn de upa longitud de
onda, mientras una sustancia es irradiada con luz de wa  color
diferente. La longitud de onda emitida ectd necesariamente a un
menor nivel de energfa ue la iu: incidente o ahsorkida. EIl
isotiocianato de fluovescelna es una forma de  fluorescelna gue
con facilidad se fija & 1las protelrnas mediante enlaces
covalentes a un pH alcaline, primocdialmente atraves de residuns
amigenos epsilon de lisina y grupos amlgenos terminales. Su
absorcidbn midxima es a J4F0-4d9% wm v emite un color verde
caracteristico a 517 nm. FEl isotiociarmato de tetrametilrodamina

emite luz roja y tiene una aksorcibn addima & ST0 vm (279,

Evi la téewnica el antisuero conjugado se arndde a las células
o a-los tdjidos y se fija a los antlgeros formando por lo tanto,
ure complejo inmunitario estahle. Las protelpas gue no pertenecen
al anticuerpo son eliminadas por lavade vy la preparacidn
resultante es okservada en un micvoscopio de fluorescentiae Este
microstopio contierne wuna fuente luminosa de alta intewnsidad,
filtros de erxitacidn para producir lengi tudes de onda capaces de

producir fluerescencia wpor activacibn vy filtros de bavrera para

e




eliminar las ondas luminosas que interfieren. La intensidad real
de la fluovescencia ohservada por el ojo humano depende de tées
factores . que son: la eficiencia <c¢on la  cual el colorante
convierte la luz incidewte en luz fluorescervte, la concentracitn

del  colorante en la muesbra de tejido, vy la intensidad de la

radiacidn “exitante. Las etapas involucradas ETH la
inmuricfluorescencia | incluyen la ypreparacitn - del antisuero
inmunizante o gama globulina ypurificada, conjugacidn con el

colﬁrante fluorescente vy el procedimiento de btincidn. Bdsicamente
existen dos tdcnicas de tincidn gue son la inmunofluorescencia
indirecta e irmumofluovrescencia dirvecta (IFD), en @] presente
trabajo se utilizd Ja técnica de inmuofluovescencia indirecta. La
diferencia fundamental entre inmunofluorescentia divecta e
inmunofivorescencia indirectagy consiste en gque en I.F.D. el
antisuwero conjugadoe es anddido directamente al corte de tejido o
a la suspensidn de ctlulas viables; mientras gque en la tkewnica de
inmunofluorescencia indirecta se elimina la necesidéd de
purificar y conjugar de manera individual cada muestra de suero.
El metodo es en esencia, la adaptacibn de la prueba de Coomhs o

tecnica de doble anticuerpo (27).

La téenica de inmuncfluorescencia es unm poce delicada, vy por
elle se han realizado estudios con el fin de realizar wna
estandarizacidn de esta técnica en el diagndstico de enfermedades
pardsitariés; se ha observado gque el colorante azdl de Evans, qgue
se utiliza como colorante de contraste es adecuado en

concentraciones de 1:500 a 13100 Q00 para demostrar anticuerpos,

2]
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con este <colorante en muestras negativas se observan los
taquizoitos tetiidos de un tono rojiio. este color serh mbs oscuro
a medida que la dilucidn de azul de Evans sea mlAs haja. Una de
las ‘obsevvaciones de las mas interesantes fud que las
'=onqolacione| y descongelaciones en sueros analizados, antisueros
y otros productos bioldgicos disminuyern sus t2tulos, como eiemplo
se@ tienen algunos sueros cuyos titulos originales eran 184096 vy
1832768 bajardn dos o tres titulos respectivamente mientras que
titulos de 1116 vy 1téd se vuelven negativos despues de 64
descongelacionesy, mientras gque los controles de tiempo mantienen

sus titulos originales (3I33.



PLANTEAMIENTO ¥ FUNDAMENTACION DEL PROEBLEMA

Las lesiones provocadas por Toxoplasmosis en el 12% de los

nifios infectados in utero no son lo suficientemente
caracteristicas como para permitir efectuar un diagndstico
especifico, ya que enisten otros agentes infecciosos

principalmente virales gque producen el misme tipo de cuadro

clinico que el de Toxyoplasma gondii, estos agentes incluven a los

citomegalovirus, Herpes, rubeola v entre otros a Treponema
pallidum, 1os pacientes que presentan el cuadro clfnico se les
incluye ern el sindrome de TORCH: para identificar 1a etiologla
especifica responsable de la infeccidbn se realizan estudios
encaminados a identificar a cada uno de los virus, bLacterias o
protozoarioss en .2l caso de la Toxoplasmosis, se puede realizar
la prueba de fijacibn del complemento (FC') e ivmunofluorescencia
indirecta como t!cn‘cas serdlogicas de diagndstico., de ahl la
importancia de efectuar un estudio de correlacidn de estas dos
pfuebis ya que los métodas de diagndstico con que se cuenta
actualmence_ como la ELISA, Hemaglutinacidn, fFC* e
Inmunofluorescencia indirecta no se relacionan con determinados
isptipos de inmunoglobulinas, el cuadro clinico v la evolucibn
del padecimiento: esto hace que con frecuencia se den falsos
positivos [} negativqé en los pacientes remitidos a los
laboratorios de diagnéstico yva que sus estandares se establecen

cton poblaciones estudiadas y no con casos comprobados.
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En la actualidad muchos investigadores han reportado una alta
trecusncia de infeccidn por Toxoplasma gondii en pacientes
inmunocomprometidos, por ejemplo se conocen casos de encefalitis
Toxoplasmosa en aproximadamente el 320% de pacientes con SIDA
(6« Esto sugiere una reactivacidn de la infeccidn latente por
Touoplasma gondii- E1 hecho de que se incremente la frecuencia de
infeccibn ern este tipo de pacientes consecuentemente proveca un
aumento de la frecuencia de la infeccibn en la ypoblacidn., por
ello actualmente con el incremento de casos con SI1DA,
paralelamente se observa aumento en el nlmero de casos de
infeccidn por Toxoplasmosis, lo que le da aun mds importancia a

este estudio-



OBIETIVOSE

1.~ Produccidbn del antigeno particulado de Toxoplasma gondii en
ratones. ‘

2+.— Extraccibdbn de un antlgeno crudo.

I.- Estandarizacidn del mbtode de Fijacidn del Comﬁlemento e
Inmuhiofluorescencia Indirecta para la deteccibn de

anticuerpos contra Toxoplasma gondii.

d.- Establecer 1la correlacidn entre los dos métodos y el cuadro

clinico.

HIPOTESISI La Toxoplasmosis es una infeccidn que deja secueslas
;.V.Pii en el pnciinfe- ta presencia de los isotipos I¢ M e 1o G
no siempre estan relacionados con el cuwadro clinico del
paciente, por 1lo tanto habra situaciones en las que exista
alto titulo de anticuerpos IgM e 1g Gy no hava manifestacibn

clinica alquna.
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CAPITULO 111

MATERTIAL Y METODOGS
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MATERTIAL

MATERIAL DE LABORATORIO:

Cristaleria volumetrica.
Portaobjetos.

Jeringas (5 y 10 mlY.

Centrifuga (JEC Centra- 4R,

Fotencibmetvo (Zeromatic
Campana de flujo laminar.
Cangeladores (4,-30 v -30
Placas de microtitulacibn
Placas de microtitulacidn
Micropipetas calibradas d
Microdilutores calibrados
Microscopio de fluor
epifluorescenciad.
Sonicador (modelo Sonipre

Egquipo de diseccidn.

1.

grados centigrados?.

con fondo en U de poliestireno.
con fondo plano de poliestireno.
e Z% microlitros.

de 25 microlitros.

escencia (marca ZE1Z22. de

P 1503,



I1.~ MATERIAL BIOLOGICO Y SOLUC}DNES:

«~ Sueros de pacientes con sindrome de TORCH.

- Ratones  Ralb/c de edad ypreferentemente mavor a ocho
semanas.

- Hemolisina.

~ Complemento de cohbavo.

-~ Eritrocitos de carnero.

-~ Solucidn salina de fosfatos pH 7.2 (PRS)Y.

- Solucidn sallna Q.08%%

- Solucibn amortiguadora de Gelatina-Veronal-karkitural
(GVBY .

-~ Bolucidn anticoagulante de Alsever.

-~ Conjugado de isotiocianato de fluoresc;ina~anti 19 G
humana.

- Glicerol pH 7.6

~ Formaldehido al 1%

# Nota ver apendice de soluciones.
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MANEJC DE LA CEPA DE TOXCPLASMA GONDIT

La cepa de ‘Tpyoplasma gondii fud proporciovada ypor el

laboratovio de parasitologla del 18ET vy se mantiene en
1

ratones adultos‘no importando sexo ni edad. La cepa tambien

se puede mavibevier en Hamstevr unlcamente yue en estos animales

puede  durar el proceso infecciose mds dlas ya Jgue son mencs

sugceptibles que los ratones.

El tiempo de infeccidbn es de T a 5 dlas auwmentando 1la

mortalidad en el quinto dia.

Se cosecha aproximadamente 0.5 ml de liguido yperitoneal por

vaton.

Los pardsitos s colectan con pipeta Pasteur.

Se homogeiniza 0.5 ml de exwudado con 8 ml de solucibn sallna

estdvil.

Contar S0 vardsitos por campo usando objetivo 40X, estos se

encuentramrn en O.1 ml de la suspensibn.

Se verifica la presencia de los parasitos, utilizando

una pequefia ﬁota del homogeinizado y tetiirlo por medio de 1a

tecnic; de Giemsa o Wright.

Se  puede ingctivar una porcidn del enudado peritoneal con

formaldehido al 1% y otra parte puede ser reinpculada.

E} exudado inéctivado puede ser utilizado en diversas

téenicas serolbgicas.
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THACTTVACTOM DE LA CEPA
Preparar una solucidn de PES pH 7.2 més formoel al 1%, vy so
esteriliza con filtro milipore 0,22 micras v e hace una diluncibn

del exudado peritoneal con el huffer a una relacidn de 1710

MEZCLA: 1.~ Colocar en un tuho de 16 X 150 om 2 m]l de formol.

2« Agregar 1 ml de trasudado peritoneal. disgregar por
cincp ocasiones hasta gue se forme esnum; v ooun
liquido lechoso para romper los fuistes.

3¢~ Al producto del macerado gqulstico se le agregan 7 ml
de PES (13110) se guarda la relacidn v se resuspende
kien, se dejan sedimentar yor Zd horas a temperatura
ambhiente o en refrigeracibn.

de— Transcurrido ese tiempo separar el sohrenadante covn
pipeta Pasteur vy colocarlo ewn un tube de 13 X 10GO

=% micvolitros de ese

esterll se agita y se colocan
caldo en la laminilla.

S~ Secar ypor calor hdmedo yoyr dos minutos a temperatura
ambiente para contar la cantidad Jde¢ ypardsitos, se
tiflem con Wrigth o Giemsa por cinco minutos y se

obkservan al microscopio, la cantidad adeguada yor

cada pezo serd de 40-100 pardsitos por campo de d4GX.

&~ 8i se desea prevarar antfgeno particulado (soluble)
hay «que romper log pardsitos del paso 4 v tratarlos
por &0 segundos con ultrasonide a intensidad de 120

micrones.
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SUEROE DE PACIENTES:
Se. trahajd con 100 sueros de pacientes, que por sus
caracteristicas clinicas regquivieron un estudio especifico en la

determinacion anticuerpos contra Toxoplasma gondiis los suercs se

ohtuvieron de pacientes asistentes en el Hospital Infantil de
Mauico (HIM) en los cuales se justified clitvicanmente el estudio.
Eyvi pacientes con otra 'patologla se tomd estudio de contrel e
incluyeron los sueros de individupes que por  otras causas

ingresaron al servicio de wo contagiosos.

RATUNES Balb/cs

Se trabajd con la cepa de ratones adultos (mayovres a ocho
semanas) Balkh/C, wno importando el seso, estos se adquirieron en
el kioterio del H-I.M. v se utilizaron con el fin de ypropagar el
parédsito intraperitonealmente, ypara gque en los siguientes tires o
cuatro dias  hayan sido sacrificados, obtenitndose el exundado

peritoneal rico en parésitos.

HEMOLISINA:
La hemollsipa fub preparada en el Lakoratorio de Vivologia del

HeTube con un tltulo de 1:2000.

ERITROCITOS DE CARNERG:

‘Se utilizaron eritrocitos de carnero al 2%.los eritrocitos se
oktuvieron por sahgrade vyugular de borvegos del hioterio del
H-I-ﬁ- manteniendo * estos a temperatura de 4 grados centigrados
hasta el —momento en que se utilizavon y hajo condiciones de
esterilidad. La cantiﬂad de anticoagulante Alsever es en
proporcidn 131 V/V. La suspensidn  de eritvecitos de carnero
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se prepara de la siguiente forma:
a) Be toma una alicuota y se procede a lavar las cdlulas con GVE;
enseguida centrifugar dwante S minutos a ZOOGO y.p.mn.  vepebiv
la operacidn tres ocaciornes.
£) Una vez lavados, se obbtiene un pacuete de eritrocitos cow el
cual se hace una‘suspensidn al 2% ew GVB.
c) Se procede a estandarizar dicha selucidn  colorimdtvicamente,
de la siguiente maneras Ge lisan 0.8 ml de la suspensidn con
3«2 ml de agua destilada v se determipa la densidad dptica de
la solucidn resultavite de hemodlohina, ajustando a cevo con
agua destilada; la densidad dptica debe ser de m&s—memnos O.d47
a wia longitud de onda de SdOrnm.

d) Una vezr estandarizada la suspensipn de evitrocitos, 'se lleva

al refrigeradoy {4 avados centigrados) hasta su usoc.

COMPLEMENTO DE CIOBAYG:

La fuente de complemento (C'y usado fub obtenido de suero de

cokayo, sangrados en el khioterio dél HeloMe

La preparacidn del complemento en el labovatovio es cnmn‘sique:

a) Se procede a sangrar al  cobayo por  puncibn cardiaca,

extrayvendole 15 ml de sandre total.

kY La sangre total se deja 30 miviwtos a bemperatura ambiente v 30

minutos sebre hielo, para gue se retraiga el coagulo.

) En segquida se procede a separar el suero por medio de una
centyifuga vefrigerada <(wo  btiene que cuedar en el  sunero
wingém resto de evitrocitosh.

4y El1 suero va likve de eritrocitos se distvribuye en  tuhbos

ependorff, cada  tuko con uma  alfcuota de 200 a FOOQ

dad



microlitros de complemento.
®) Se procede a congelar inmediatamente a uné temperatura de -£%
grados centigrados con el obhjeto de e@itar la perdida de
actividad, en estas condiciones el tltule (actividad) se
mantiene estable hasta gue el lote titulado se acake, asf de
esta manera se asequra un titulo de 1t 120 unidades fijadoras

de complemento.

SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS!
a) Preparar una syspensibn de eritrocitos al 2 % con una demnsidad
dptica de 0.47 a 540 wm.
by En un matraz que este depositado sokre hielo picado hacer la
dilucidn de hemolisina (la cantidad es segun se requiera para
la pruebajy ' en sequida agqregar un volumen igual de
eritrocitos y homogeinizar la mezcla muy bien.
€Y Incubar durante .30 minutos a 3JI7 grados centigrados con
agitacidn cada 10 minutos.
d) Estos erifrocitos sensibilizados se deben sacar del bafio maria
vy colocar en hielos ademas deben usarse en seguida va que en

en lapso de 20 a 30 minutos pierden su efectividad.

TITULACION DEL CDMPLEﬂEQTOI
a) Es muy importante que la titulacibn del complemento se lleve &
cabo en frio. E1l material que se requiere s una gradilla con
tubos de 12 X 75 mm.
b)Y Efectuar diluctiones seriadas (para efectuar las diluciones se
tiene que tomar en cuenta la fuente de donde procede el
cqmplemento), -en este caso la fuente #e complemento procedio

de suero de cobayo, por lo que se parte una dilucidn 1160
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CUADRQ Nos« 3

TITULACION DEL COMPLEMENTO

TuBD 1 z 3 4
GVB (AG-?» 0.1 [T} 0.1 0.1
COMPLEMENTO[0.12 G.11 010 Q.09
. GVB 0.08 0.09 G. 010 0.11

E.S. Q.2 0.2 0.2 020

<]
Qa1
Q.080
O.12

Q.2

&
Oet
0.07
0.13

0.2

7
0.1
Q. 0k
O.1d

0.2

0.1
Q.05
0.15

0.2

E«.S5. ¢ ERITROCITOS SENSIBILIZADGS.

Nota: volumenes en mililitros.
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e)

considerando  que el complemerito de cobayo presenta un titulo
elevado {(ver cuadro 3).
Agitar perfectamente los tubos vy colocarlos en bafio marla a 37
grados centigrados durante 30 minutos con agitacidn cada diez
minutos.

Centrifugar de dos & tres minutos a 2000 r.pem. enseguida
proceder a inte;pretar los resultados.

Interpretaciin de los resultadost EI titulo que contenga la
menor cantidad de complemento v que muestre hemolisis total
representa una unidad; para la prueba de tijacidn del

complemento se vequiere usar dos unidades (2.

TITULACION DE LA HEMOLISINA:R

ad)

[ ]

<)

Prepara en primer lugar una sclucibn stock de hemplisina 11100
de la siguiente maﬁera:
Diluyente GUR ccvveeccvncanneesead? ml
Fenol al S % en GVB cieceecsvence 2 ml
Hemolisina al S % en gliceroles.v-1 ml
Un; vez. pfcparada la solucidn stock de hemolisina colocar

sobre el hielo picado.

En un recipiente que contenga hielo picado colocar wuna
gradilla con tubos de 16 X 150 en los cuales se rvealizan las
siguientes dilucionest! (ver cuadro 9).

Uria vez efectuadas las diluciones, colocar sobre el hielo
picado una gradilla conteniendo suficientes tubos de 12 X 7S
mm con el objeto de correr la prueba por duplicadoy a dicha
serle de tubos agregar los siguientes reactivost hemolisina,

complemento, eritrocitos al 2%, GVE (ver cuadro 10 para ver
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TITULACION DE LA HEMOLISINA

CUADRG No .9

TUBO DILUCION 1 ml DE HEMOLISINA ¢1:100% GVUB
| 11500 "o " " a4 ml
2 11600 g " " = ml
3 11700 " " " & ml
4 11800 " " " 7 ml
s’ 111000 u " " 4.5 ml
[N 112000 & " " 1t m
7 1 16000 " " " S ml
] 118000 " " " 7 ml




CUADRC No.10

TITULAbIGN DE LA HEMOLISINA PARTE 2

TUBO 1 2 3 3 S & 7 &
DILUCIONES DE 0.2 Q.2 0.2 0.2 Q.2 0.20 0.2 Q.2
HEMOLISINA (ml)

COMPLEMENTO 0.1 0.9 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
ERITROCITOS (2%) 0.2 Q.2 0.2 Q.2 . CGa20° 0.2 0.2
GVE (%=1 0.5 0.5 0.5 . 0.5 0.5 0.5

Nota 3 Volumenes en mililitros.




cantidades).
4> Control de evitrocitest Evi un tuho de 12 X 75 mn depositar O.Z
ml de 1a suspensidw de eritrbcitns al 2% v agregarle O ml de
GVE.

‘e Agitar perfectamente los tukes e incubar a bado marla de 37
grados centfgrados, dwrante 30 minubtos con agitacidn  cade
diez minutos.

t) Centrifugar los tubos durante 3-9 minutos a 2000 vepeme con el

objeto de sedimentar los eritvrocitos v facilitar a lectura.

q) Interpretacibn de los resultados: El tubo gque contenga la mas

alta dilucibn de hemolisivna y gue presente hemblisis total

representa una unidad hemolitica.

Notat Para 1la prueba de fijacidn del cemplemento es importante
wsar dos unidades, para lo cual se reqguiere dividir entre
dos el tftulo ohtenidoy por ejemplo el titulo de
hemellsina oktenido ern este trakbajo fud de 1% 2000 va gue
esta diletcidn mosbrd hemallsis total con menoy
cancentracidn de hemolisina, ¢ este t2tulo represemta 1 U.
fijadoras de complemento 3 se divide entre 2 v la
dilucibn de trabkajo serd 1311000 que son las 2 1

requeridas.

TITULAGION DEL ANTIGENMNO® -

La titulacibn del antlyeneo se efectud probando diluciones
seriadas del antigeng contwa un contrel de suero positivo de
titulo desconocido que contiene los anticuevpos positivos,

aungue tambifrn se puede realizar la titulacidn del antlyeno



contra diluciones seriadas de suero positivo control sin saber

evactamente su t!tﬁlo- Para las diluciones del antfgeno se

ccuparon tubos de 13 X 100 mm, v las diluciones fueron desde 3132

hasta 11126 o mAs «i se sospecha de un titulo alto.

Mientras se pypreparaban las diluciones del antigevio, se
inactivaba el suero control positivo y el suero contrel negativo
a %S& grados centigrados durante 30 minutosty luego procedio 1o
siguientes
a) En todas las cavidades de una microplaca de fondo en U agregar

con micropipeta 0.025 ml de GVB.

by En la primera hilera vertical de la microplaca aqregar con

micropipeta 0.025 ml de suero control positivo en cada
tavidad v con los microdilutores efectuar las diluciones de
maneyra horizontal desde 1t2 hasta 1:123; descartar los 0.02%
ml que guedan en los microdilutores al mezclar la 8ltima
cavidad. '

c? Agregar las diluciones del antlgeno de la siguiente manera: A
cada cavidad de la primera hilera horizontal agregar ¢.02% ml
de la dilucidn 1t2 de antfueno, a las cavidades de la segunda
hilera horizontal agregar ©.02%5 ml de la dilucibn 114 de
antfgeno, vy asf? sucesivamente hasta la dilucidn 1:128 del
antfgeno.

d) Agregar a todas las cavidades de la placa 0.025 ml de
complemento en su 8ptima dilucidn de dos unidades.

e) Preparar todos los siguientes controlest

1.~ CONTROL DE SUERQ POSITIVO.
En 1la dicroﬁlaca hacer diluciones del suero positivo

desde 112 hasta 1t128 usando como diluyente GUE. Ast de
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4.

esta manera las :avid;des deben contener?
0025 ml de GVE.
0.025% ml de la dilucidbn del suero positivo.
0.025 ml del antlgeno titulo conocido 2U.
0.025 ml de complemento a 2U.
CONTROL DE ANTICOMPLEMENTARIDAD DEL SUERD POSITIVG.
En otra hilera de la placa se hacen 1as mismas
diluciones o sea desde 1:2 hasta 1:12%. Las cavidades
destinadas para el control de anticomplementaridad
deben contener lo siouienter
0.02% ml de GVE
0.02% ml de dilucidn del suero positivo.
0-025 ml de complemento a 2U.
CONTROL NEGATIVO DEL ANTIGENQ CON EL SUERO PAOSITIVC.
En otra hilera de la placa efectuar las mismas
diluciones anteriores. tas cavidades destinadas al
control negative del antlgeno ton el suero positivo
deben contener!
0.02% ml de GVB.
0.02% ml de la dilucidn del suero pbsitivo-
Q.025 ml de control rneqgative del antigeno.
G025 ml de complemento 2 U.
CONTROL DE SUERD NEGATIVA.
En otra hilera de las placas efectuar las mismas
di}ucionel anteriores. Las cavidades para este control
dehen tenert
0025 ml de GVE

Q.02% ml de 1a dilucién del suero negativo.

a4 S
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0.025% ml de anttageno de positividad conocida
diluida a zU.

o025 ml del complemento a 2.

So— CONTROL ‘DEL ANTIGENQ POSITIVD CONOCIDO-
Agregar con micropipeta a ¥ 8 3I cavidades de la
microplasal
G025 ml de GVE.
Q.025 ml de el contvol positive del antlaerno.
0.025 m]l del complemento.
&.~ CONTROL DE LGS ERITROCITOS SENSIBILIZADOS.
Colocar en dos o mds cavidades?
G.07% nl Jde GVR.
7.~ CONTROL DEL COMPLEMENTO.
Pava comprobar que el complemento estd funcionando bien,
a 2l) se coloca’lo siaguientet
0.0%0 ml de GVB.

0.025 ml de complementos
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c)

a»

PRUERA DE FIJACION DEL COMPLEMENTLO (FC').

Ex primer lugar inactivar el o los sueros problema, el control
rositivo v el control regativo en un bavio seroldoico a una
temperatura de S6 grados centigrados durante 30 minutosy
mientras tanto se prepara el material para realizar las
diluciones.
Rotular las microplacas.
Colocar en todas las cavidades gque se van a usar de la
microplaca 0.025 ml de GVE.
€n las dos primeras cavidades de la microplaca agreqgar 0025
mi del suero problema ¥ hacer las diluciones
correspondientes, de 112 hasta 11329,
1.=- La primera hilera horizontal debe contenert
0.02% ml de GVE.
0.025 ml de la dilucidn del suero proklema.

0025 ml del antigeno de Tonxoplasma gondii

a 2U.
0.025 ml de compiemento & 2U.
Esta primera hilera sirve para identificar los

anticuerpos presentes en el suero.

2+~ La segunda hilera horizontal debe contenert
0.02% ml de GVE.
0.02% ml de la dilucibn del suero problema.

0.02% ml complemento a 20.

Esta hilera sirve para ohservar

anticomplementaridad que pudiese presentar el

£}



suero problema. De esbta manera los dos pasos
anterioves deken de realizarse para ctada suero
probklema.
3 Junte con los suerns problema deben de correrse los
siguientes controles va detallados anteriormente.

- Control de suevro positivo.

Control vegativo el anttgeno con el sLero
rpositivos.
= Control de suero negqativo.

- Control de antlaeno positivo covocido.

Upa hilera sblo con GVE que yposteriormente
servird para el control e eritrocitos
sensibilizados.

g) Agitar perfectamente las placas, taparlas cown papel parafilm y

dejar a 4 grados centigrados durante 1& a 24 horas.

by Al cabo de este tiempo colocar lias placas a temperatura
ambiente durante 15 mimnutos.

i) Preparar una cantidad adecuada de evitrocitns sensibilizados
v agregar a cada cavidad 0.050 ml.

i» Agitar nuevamente las placas con el objeto de homoweneizar-
pverfectamente, tapar e inctubar a 37 gradeos centigrados en
cAmara hameda durante 120 minutos, con agitacidn cada 1D
minutos.

5 Dejar sedimentar durante 15 minutos a d grados centigrados
para interpretarlas, o hien para mavor rdpidez y comodidad,
centrifugar a 2000 r.p.m« durante 2 a 3 mivnntos en centrifuga
vefrigerada-

1) Leer g ivterpretar.

[
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INTERPRETACION DE RESLILTADOS:

Para realizar l1a interpretacibn es necesario que todos los
controles hayan funcionado correctamente; esto gquiere decir que
tanto el boton formado como el grado de hemollsis que se presente
sea impertante, de lo contrario la prueha deke repeti}se- La
prueba  de fijacibn de complemento se considera positiva en las
cavidades donide se presente una fijaciln tres o cuatro "cruces"”
del complemento, es decir, en las gue se¢ okservd el botdn
‘cnmpleto vy no hay prdcticamente nada de hemocllsis. EI1 control de
anticomplementaridad del suero dehe presentar lisis completa,
de 1o contrario deberd vepebtirse la prueba 1vactivando el suero
mas tiempo, en lugar de tratarlo 30 minwtos & Se  grados
centigrados sg  inactivard durante &0 wminutos a la misma

temperatura.

METODOLOGIA DE INMUNOFLUORESCENGIA INDIRECTA
I.— PREPARACION DE PLACAS CON EL ANTTGEND:
1y Se lavan vportaokjetns con  agua, jabkon vy secanr
pevfectamente. )

2) Colacar yportaokbjetos. los cuales se limpian previamente
con alcohol, sokre wna charola de aluminico limpia v
seca.

3) Colocar 10 microlitros de la suspensibn del antlgeno e
Toxoplasma, tvratados con formaldehldo enm cada uno de los
circulos del portaokjetos.

43 En cada portaohjetos se aplican ocho alfcuctas de 10

microlitros cada una, formandoe dos coluwmnas de pozns a

cada columna le corresponden cuabyve pozos, para las

U]
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diferentﬁs diluciones del suevo problema.

%) Los wportaobietos con los pardsitos se dejan secar a
temperatura ambiente, vy se fijan al vidrio calentando
este a S&-60 grados centigrados por 10 minutos.

&) Despuds de lo anterior las placas estan listas para 1la
reaccibn, de inmunofluorescencia indivecta. Se congelan
a menos ~2Z0  grades centigrades para  canservar  lotes
grandes.

IT1.- TECNICA PARA INMUNCFLUORESCENGIA INDIRECTA (IFI1):

1) Tomar una placa de micrvobtitulacidn gue puede teneyr fondo

plano o fondo en Il
2) Cada columma corvesponde a cada muestra.

3) Realizawr las diluciones del suero proklema de 1a
siguiente maneva: En el primer yozo se afiaden 90
mievolitros de PRS para Toxoplasma.

d4)  En los restavtes 7 pozos de la misma columna se afaden
SO microlitros de PES por pozos

S) Tomar una muestra de suerec ¥y afiadiv con wna micropipeta
10 micrelitros en el primey pozo que tiene 0
micvolitrus de PES lo que corvesponde a una dilucidn de
1210.

&Y Agitar o mezclar el contenido del primer pozo con  la
micropipeta.

77 Tomar SO microlitros de este primev pozo vy atadirselos al

segundp  pozo gue contiene TO microlitros de PES. Lo que

corresponde a una dilucidn de 1:20.

o
~

Fepetiv la oparacibw con los pozes restantes, desechanie

S0 micvolitros en la Altima dilucibn. De esta manera se

ad
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habwan realizado diluciones del suevo a 131G, 1:20, 13540,
G, 11i&0, 13320, 12640,
Durante la preparacidn de las diluciones al suero
se pueden incubar las pracas con el anb!ﬁgno,
duavante 30 minutos y a 37 grados cenbigerados antes e
S LSO.
La estandaricacibn del acul de Evans v del isotiociavata
de  fluoresceina~anti Ty G dieron titules optimos pava
Toxoplasma de 1330 v 1310 respectivamentes. Se puede
preparar la dilucidn del cornjugado mientras trascurre el
tiempo de incubacidn.
-»
Despues de trascurride el tiempo de incukacibn de 1la
placa con el antfgeno se yprocede a ap!icar 10
microlitvos de cada una de las diluciones en cada uno
de los pozos e incubar nuevamente duvante 30 minutos a
37 gvrados centigrados.
A contbinuacidn se procede a lavar las placas con PRE  con
el fin de eliminar el exceso de suero.
Secar la placa y afadiv 10 microlitros de conjugade a
cada pozo.
Incukbar durante Z0¢ minutos a 37 grados centigrados.
Despues de ecto lavar la placa como en el paso 11 con ei
firn de eliminar el einceso de conjugado gue 7o reacciono.
Dejar secar la placa evitando la exyposicidn & la luz.
Affadir una pequea cantidad de glicevina pH 7.4 a cada
RpOZTO, con el fin de mejerar la ohkservacidn al

microscopio de fluorescencias

mn
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Lectura: Se observan varios campos- -Em las muestras
negativas aparecen los parhsitos tetidos de rojo dehide
a la tincidbn diferencial, mientras que en las muestras
positivas los pardsitos aparecen telidos de wun  verde
fluorescente, en algunos caso0s se obkserva tetido el
pardsito completamente v en otros sdlo se ohserva la
tincion verde~amarillo fluorescente en la periferia del

del cuerpo del pardsito (ver fotografia 1).

Fot. 1 Observacién de tanuizoitos fluorescentes



CAPITULD 1V

RESULTADOS

w7



RESULTADCOCS

Los resultados obtenidos del grupo de 10O pacientes por
Inmunnofluorescencia Indivecta (IFI» v Fijacidn del Complemento

(FC*) fueron los siguientes los que se expresan como titulos de

anticuerpos.

No. de Muestras I.F.1. F.C*.

1.~ o Neqg. Neg.
Za— Neg. Neg.
Ia— 12320 1332
o= 11320 13122
Se- 1320 113
& Neg. Neg.
7 7 12320 1128
=R . . Neg. Nege
I S 1130 ©ane
10.- Neg. Nege
1.~ Neg- L Neg.
12— : Neg. Neg.
13.~ ° . 1140 12116
1d.~ Neg. Neg.
1S~ Neg. Neg.
16~ 1120 Neg-
L7~ Neg-. Neg.
18- 1120 1116
19~ ’ Neg. - Neg.
20, Neg. Neg.
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No.

de muestra.
21 .-
22.~-
23+~

2d.~

- 28.~

26.-
7.~
28.~
29.-

30—

31.-
32.~
33.-
3d.-
3%.-
36.-
37.-
36.-
39.~
q40.-
al.-
dZ.=
43.-
dd.-
as.-

ab.~
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No.

de muestra
47~
da8. -
49.~
0.~
Sl.—-
52.=
53~
Sd. -
SS.~
Sé.—
57.~
68—
S59.—
60—
61.~
[
63~
6d.-
65~

66—

60



No. de muestra 1.F-1. FC

T4.- ‘ Negs Neg .
- T Neg. Ned.
76.~ Neg- Neg.
77— . Neg. ‘ Neg-.
8.~ Negs Neg.
79~ 1120 154
80.~ 1180 1:6d
8l.- ‘ 11320 11428
B2~ Neg. Neg.
83.~ Neg. Neqg.
8d .~ Neg. Neg.
a%. -~ Negs Neg-
86~ 1120 1:d
V.- i Neg. Neg.
8. Neg. Neg.
89.- ‘ Neg. . Negs
90.~ ) Neg. Neg.
Y. 1180 1132
YZe- o 1180 ; 1164
93.- ) Neg. Neg.
94.~ Neg. Neg-
95.- Nege Neg.
9.~ - 1120 114
97.~ . : 1830 1364
98~ 1120 . 114
99.~ 13320 11123
7!00-- ‘ 11160 . V 1164
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MAKIFESTACTOMIES CLTNTCAS EMCONTIADAS

EM PACTENTES COM TOXCOPLASMGOSTS Y COM SERILOGTIA POSITIVA.

HANTFESTACTON ST %
Intericia it T
Datios oconlavres 10 3

= Cuntuntivifis
- Micvoftoelmia

DOYE fad Covoeal

- Dovicvebinitiz

Microcefalia 3 g
Convaleipnes 7 T
Hidrneefalia . ‘ [ . 15
Mepatoesynlevomeds ) ia & 1
Dermatitaz . 4] 1 é
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RELACION DE TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA Toxoplasma gondii
CON LOS DATOS CLINICOS ¢ INMMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 3

No. DE CABOS

TITULOS / DANG A B C 2] F t]
1120 d S 4 1 o 4 0
1140 (U 2 2 2 1 1 1
1180 1 i z 2 % 2 z
11160 o i (4 0 i Q 1
11?20 2 i 3 2 1 3

At Dermatitis

Br Ictericia

Ct Daffos Oculares

Dt Microcetalia

Et Hidrocetalia

Ft Hepatoesplenomrgalia R

Gt Convulsiones



PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA Toxgplasma gondif

RELACIONADA AL CUADRO CLINICO ¢ FIJACTON DEL COMPLEMENTO 5.

.

No. de casos.

TITULD / DARD A 8 € D € F G
112 o o o o o 1
114 o 1 o o o 1 o
118 1 1 2 1 o 1 o
{116 2 .4 4 1 t 2 2
1132 2 1 3 2 2 1 2
1164 o 1 t 2 1 o 1
11128 o 2z 1z 2 o 1

At Dermatitis

Bl Ictericia

Ct Lesiones ocularcs

Dt Microcefalia

E£¢ Hidrocefalia

Fs Hopatoeiplonomeqalia

Gt Convulsiones

éd



CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION
MATERNA ESTUDIADA

DATOS %
Convivencia coen gatos &
Abortos anteriorves dq
Residencia rural 39

Poblacidn marainada 93

(32



COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON.

Coan o) tin de observar la correlacibn que existe entre las dos
variables, se 1e aplicd el coeficiente de correlacidn
" obteniéndose los siguientes datos?

X = FCY Y = 1«F+«1s

Estadisticos obtenidost

N = 100

T X= 1130 £V = 3040

T 7= 32132 £ v* = 694400

T X Ve 231120

¢ £ x ' = 1276900 ¢ £ v 1 a 9241000
X = 11:3 ¥ = 30.d

Ecuacibn o NEARY — X £y
' VINE - (20 gyt -(Tyit]

Desarrollo 100 (2T1120) ~ (1130 (3040)

v =
JEOO 92132y - 1276500 00 694400y - (astE ] ,

2314200 -~ 343B200

o= —
AfB213200 - 1276300] [694d0000 ~ 9241600]
19676800

r o=
A/ (79363001 (60198400 )

19676800

'\-
21857552

r= 1090022
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ANALISIS DE REGRESIGN
Con el ftin de evaluar 1los titulos de anticuerpos que detecta

1a FC!' respecto de I.F.l. se realizd el estudio de rearesidn.

Ecuaciones ¢ Y = a+ b X

Xy - CEXY CEYY / N
Byn = 1 t
£xt - CEXY /N
4. ¥ - b X
Desarrollot 231120 - [¢1130) <3040 / 100}
b =
¥ szizz - (1276900% / 100
196763
by =
79363
byx 2.4793410

Age = 30.d = Z.d793418 (11.3)

Ecuacidn de Regresibn

Y = 2.383 4+ 2.4793 ( X )
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ANALISIS DE RESULTADOS

Cors el fin de evaluar estadisticamente 1los resultados
obtonldos por las técnicas de fijacidn de complemento e
inmuneflucrescencia indirecta se realizaron los ensavos
estadisticos de A) Coeficiente de correlacibn vy BY AnAlisis por

regresién lfneal.

A) Correlacibn de Pearsont Mediante este ensayo se obktuvo el
resultado de la relacibn gue Qxiste entre las dos variables
(FC* ¢ IFI) observadndose un correlacidn positiva de 0.90022
(90.022 %>, esto indica una relacidn directamente proporcional
entre las técnicas de FC' e IFI empleadas en nuestro estudio.
Esta comparacibn es interesante ya que nos permite relacionar
los resultados de los tltulos de anticuerpos en una misma
potlacibn, aunque los dos métodos muestren diferentes titulos en
la deteccidrn de sus niveles de anticuerpos I1g G e Ig M (ver

cuadros de resultados).

B)  Regresibdn linealt Mediante esta tecnica. estadistica se
encontrd la ecuacidn matembtica que expresa la forma enacta de
como estan relacionadas ambas variablesi obtenidndose la relacibn
de I«FaJ. en funcidn de FC. La ecuacidn de ajuste es la
siguiente: Y = 2,333 + 24733 X

De esta marnera en el caso de obtener titulos de anticuerpo por
FC*, los correspondienfes a la técnica de I.Fele pueden

ser los siquientes?
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F C? TeFals

113 1122.2 ~ 1120
1116 1642.05 ~ 1140
1132 1181.72 ~ 1180
1164 - 18161.0% ~ 13160
‘iiee 11319.73 ~ 11320

De lo anterior podemos darnos cuenta del gvrado de relacidn
entre estas dos técnicas. Muchas veces se llega a considerar gque
uyy coeficiente de correlacidn de 0.60 es kueno y aceptable para
firnes practicos, sin embargo en el presente trabajo se obtuvo un
coeficiente de correlacidn bastante bueno (0.9%0), lo cual habla
de una muy buena coryelacibdn entre ambas variables. En los
vesultados obtenidos sblo se observo una excepcibn en cuanto a la
correlacibn y  fub el caso del suero noe &d, en este suero se
observo que la prueba de I.F.1 dio un titulo nmwegativo., mientras
que FCY dio un titulo 1:2. Este ultimo titulo para fines
practicos se considera negativo, pero sin embargo de inmediato
puede surgir la ﬁreguntal Comd descartar falsos positivos vy
falsos negativos? A esto se responde que con el hecho de meter
los controles vya mencionados que son los siguientes?! control de
suero positivo, control de anticomplementaridad de suero
positivo. control de suero negativo. control de antigeno
positivo, control ‘de eritrocitos sensibilizados v control de
complemento, 1la suma de todos ellos evita o hace muy dificil que

1a prueba de un falso positivo o negativo-
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Se ohserva mediante la prueba de regresidn lfneal que ambas
pruebas serdlogicas corren a la par en relacién a sus titulos de
anticuerpos, esto indica una relaciédn directamente proporcional
entre las dos tdcnicasy sin embargo se ohserva con menor
sensibilidad la prueba de Fijacibn del Complemento en relacibn,
a los titulos que se arotan por el método de
inmunofluorescencia, posiblemente se deba a factores inherentes
al 1isotipo determinado, Yy el determinante antigénico que esta
expuesto. En principio es importante tomar en cuenta que los
sueros %on de pacientes asistentes & la consulta externa u
hospitalizados debido a cualquiera de los trastornos patoldaicos
que se incluyen en el Sfndrome de TORCH y de acuerdo con esto se
puede decir que los pacientes pu&en estar en fase activa de
infeccidn pero con evolucidn mayor de {2 semanas.

Sabemos ademas gque generalmente al comienzo de una infeccibn, el
primer isotipo de inmunoglobulina que se reconoce es la fg My
que puede estar presente desde las primeras semanas de infeccibn
hasta algunos meses despues. La variedad Iy G aparece despues
de iniciada la infeccidn vy la elevacidbn es lenta durante dos
‘a cuatro semanas v alcanza su maximo en tres v seis meses. Por
otra parte se sabe que la Ig M puede tener mavor capacidad para
fijar complemento en relacidn a la Ig G debido @ su condicibn de
penthmero, pero a su vez muchas veces el alto a;:enso de 1g G
puede competir por los determinantes antigenicos de la Ig M.
Aungue se sabe que existe cierta especificidad porque se han
identificado gpor inmunoblot franjas de 4 KDa las cuales tienen
afinidad por la Ig M y otras bandas de 35 KDa las que muestran

afinidad por la lg G, ademas de saber que al realizar un fijado
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de taquizoitos de fase activa en acetona sdlo son reactivos
frente a la Ig G, mientras que el fijado de taquizoitos de fase
crbnica son reactives tanto a la 19 M como a la Iq Gy 1o que
indica cierta velacibr de la Ig G por la membr-ana del
taquizoito, mientras que la membrana del bradizoito muestra
atinidad por Ig G e Ig M- De esto la importancia del punte
en el que se leyeron los titwlos de anticuerpos, asi como
los isotipos de inﬁunoglobulina que se midieron preferentemente
en todos los ensayos

Entre los datos mAs comunes enicontrados en muestras positivas
vara la infeccidbn de Toxoplasma gondii fueron los siguientes:
Ictericia, lesiones oculares, Microcefalia, Convulsiones,
Hidrocetalia, Hepatoesplenomegalia vy dermatitis.

La incidecia de cada uno de los anterioves datos <clinicos
encontrados es la siguientet En el caso de la ictericia, esta se
observd en un 3d % de las muestras positivas v se relaciond con
titulos comprendidos entve 1120 y 3140 para Inmuviofluorescencia y
13116 ypara fijacibn del complemento: las lesiones oculares
alcanzaron un porcentaje en muestras positivas del 3% %
observidndose un mayor nimero en el caso de tftulos entre 1120 a
1318¢ por I«fF.l. vy 1316 a 1332 para F C'y la microcefalia se
observd hasta en € % de los pacientes para Tosxoplasmosis vy el
mavor nbmero de casos se relaciond con titulos 13320 por I.F.l.
mientras que en el caso de F C* se observa mbs distribuido entre
1os titulos de 1t32 hasta 1:128; las convulsiones se observan en
un 7 % de los pacientes con Toxoplasmosis vy se relacionan con
titulos de anticudvpos de 13320 por I.F.I. y 1832 por F C', estos

mismos se observan para el caso de hidrocefalias mientras que la



hepatoesplenomegalia vy la dermatitis se& observa en unV& “vy S %
respectivamente, observaAndose tftulos de anticuerpos 12820 por
I.Fel. mientras que por F C' se observa 1 $1& preferentemente. Se
observa de inmediato que la‘microcefalia y las convulsiones esthn
claramente relacionadas con tftules elevados de anticuerpos
antitoxoplasma ¢ 11320 para I-F.I y lliZB para F €' 3, mientras
que las otras patologlas se relacionanan cen titules intermedios

de anticuerpos.

Otros datos de importancia observados en pacientes con
infeccidn de toxoplasmosis fueron en relacidn a la convivencia
con gatos, s6lo el & % de los pacientes de acuerdo a s historia
clinica convivian con ellos. Los casos de akorto se observaron
en un & % de esos pacientes, un dato mAs sobresaliente fue con la
residelia rural del paciente, el 35 % de los pacientes positivos
a toxoplasmosis viven en un ambieﬁte rural, se observa ademas
que el 93 % de todos estos pacientes viven en condiciones
socioecornbmicas y culturales muy deficientes lo cual se relaciona

al igqual que muchas otras infecciones con su incidencia.

Los. datos clinicos antes seffalados no son especlficos de Jla
toxoplasmosis debido a que tambien se observan en infecciones por
"otros microorganismos como son! Citomegalevirus, Herpes, FRubeola
v Sftfilis. En el taso de los Citomegalovirus estos producen
infecciores que principalmente se puedewn activar durante el
embarazo v el cuadro clinico que a menudo 'se refiere es
insuficiencia hepAtica o renal, neumonla y sintomas neurolbdgicosy

la infeccidbnn por Herpes incluye principalmente un cuadro
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manifestado por erupcidn papulo-vesiculary la rubeola en el céso
de la infeccidn conqénita puede muanifestar algunos padecimientos
como abortos (principalmente durante el primer trimestred v si
sobrevive puede padecer sordeva, cataratas, anomalias cardfacas,
microcefalia u otras lesiones congdnitas, ademas de padecer
hepatoesplenomegalia, ictericia, anemfa e insuficiencia de peso
al wnacer. En el caso de la S2filis en etapa secundaria suele
observarse un exantema cutdneo generalizado y tamkien lesiones en
0308, huesos, articulaciones o Sistema nervioso central. Las
patoldgias de los microorganismos auntes mencionados, tamhkien
estan presentes en algunos pacientes con titulos positivos

a Toyoplsma gondii, por lo que el pardsito forma parte del

del sindrome de TORCH.



CONCILUSTOaNES

La infeccibn por todoplasmesis al igual que muchas, provera en el
organisme humano upa resyuesta inmune humoral gque esta ercaminada
a menguar la infeccidw por e) microorganiswo. De esta manera
comienza la produccibn de anticuerpos Ig M e Ta G especlficos a

Toyneplasma gondii. £n el presenle trakaje se compajaron  las

técrnicas serdlogicas de FC'e I.Fe1  ypara la detececibn de
anticuerpos antitosoplasma, abhservindose ELES velacibn
directamente proporcional entre ambas tdcnicas: es deeir

corrieron 1as pruekas muv  pareias  en cuwanto a la  deteccidw
anticuerpost: pero ce obstervd gue la prueba de J.F.1.  fue mds
sensiklle en relacidn a F €Y en cuwanto & la deteccidn  de
anticuerpos, sin enbargo la prueba de FC*  es tamblen adecusda v
rara el caso de relacidn can T.F.T. se encontrd la ecuacidn

gue relaciona amhas pruebas.

El  interds par las técnicas de diagrbstico que velacionewn sus
.t!tulos de anticuerpos a determiviar es muy justificadn porgue e
ello depende un diagndstice preciso de la toraplasmosis v mhs
atdvr e el casdb de sue es ALficil por medios c¢linicos deduciv 1a
infeccibn, debjido a que existen otves microovrganismos  rue
presentan el mismo cuadro clinico y que ademas coma se ohkservo
en gste trabajo, es dificil discwimiﬁar ta infeccion por un
microarganismo 4w otro de los carresnondienﬁas al  sindrome de

TORCH.

~1
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En  cuanto a la relaccidn de los titulos de anticuerpos con los
signos clinicos, .se pudo ohservar gue no muestran especificidad
para un tttula, pero para el case de grade de dafio se observa que

la hidrotefalia, microrefalia v convulsiones se relacionaron con

tttulos de anticuerpos albos (13320 pov JTeFel. vy hasta 1312
mientras que otvos sigquos clinicos comp la ictericia, lesiones
oenlares., hepatoesplenomegalia, dermatitis mantienen $I1tulos

intermedio de anticuerpos para Toxoplasma gondiis Por lo tanto se

puede hablay de una pequfa relacidn de los cuadros clinicos como

hidrocefalia, microcefelia v convulsiones cerehrales con altos

titulos de anticuerpos pava JI.F.1 v F.C.

Una cuestibn  muy importante e el costo econbmico del
diagnbstico por el labovatorio de infeccidn wer Toxoplasma
gondii. Mﬁchas veces las personas gue acuden para que 3@ les
realice un estudio terdlogico wno cuentan con  los FECUTEOS
econbmicos o representa un porcentaje muy alto en sus  ingresos,
une aunado &l hecho de que el cuadre clivico no es especifico de
Tonoplasma esto repvesents un alto costo. Actualmewnte el estudia
serblogice de I.F.T1. tienme un costo alrededor de &0 mil pescs
mienitras que el de F.C' es de aproximadamente 30 mil pesos. Asi
es  gue con la covrecta evaluacidn serdlogica de ecstas  des
tdcnicas podemos davnos  cuenta gque en el caso de realizar el
estudio por la técnica mis econﬁmica que &s F. €', se oliserva gue

'

titulos por encima de 1

sort criticos y se piensa por tanto en
i datio claro por Toxoplasmosisy en el caso de I.F.T1. titulos de
1:20  pueden ser  representativos de datios De esta manmera es

posikle evaluar la infeccidn por Taxoplasmosis sin el w@menow



riesgo a eguivocarnos en cuanto a la severidad , daveo o algun
problema de reactividad cruzada respecto de los titulos de

anticuerpos observados.

Finalmernte es importante remarcar la importancia de este
trabajo respecto del incremento observado en.el ndmero de casos
con SIDA. MNecesariamente hay una tendencia a incremento de casos
de Toxoplasmosis por lo tanto es muy importante estar dotumentado
sobre ‘todos aquellos aspectos que involucran al pardsita con el
fin de evitar una potencial infeccion y algun efecto desastroso

por Toxoplasma goridii.

7
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PREPARACION DE SOLUCIINES.

SOLUCION SALINA DE FOSFATOS pH 7.2 (PBSH:
Se prepara a partir de una solucién de fosfato mownodcido
(NaZHPO4) vy una solucidn de fosfato didcido, completando ‘el

volumen con solucidn salina ¢.35 4

Fosfato morodcido O¢l M coveavnee 71.5 ml
Fosfato diAcide Ol M covinsoes 28.5% ml

S8olucidn salina Q.85 % «sveves 900 ml

SOLUCION AMORTIGUADORA DE GELATINA-VERONAL—-BARBITURAL (GUB)Y:

En un matraz volumétrico de 1000 ml, se agregan todas las sales
de la solucidn 1 (que se detalla mAs adeiante) vy agua destilada
hasta lograr la disolucidn completa de las sales v se afora a la
marca con agua destilada. En un matraz erlenmever de 1000 ml
colocar 200 ml agua destilada hasta el punto de ebullicidn:
agregar qgelatina y esperar hasta gque se disuelva totalmente.
Retirar del fuego y agregar el hgido dietil barbituricor agitar
hasta disolucidn total y dejar enfriar a temparatura amhiente,
hasta que se iguale a esta ( no enfriar a chorro de agua ).

Mezclar ambas soluciones en un matraz volumétrico de 2000 mt v
agregar 10 ml de la solucidn II] antes de aforar, aforar hasta la
marca con agua destilada- Proceder a medir el pH el cual debe ser
de 7.63 gquardar la solucidn amortiguadora en un frasco limpio, de
ser posible esteril y a und temperatura de 4 grados centiqﬁados

con el objeto de evitar en lo posible las contaminaciones.



SOLUCION 1

Cloruro Jde 50dio sessccccnsancsacvas 35gs
Dietil-Barbiturato de Sodio seceveae 3.25 ¢

Agua destilada cibepe ceseencacess 1000 ml.

SOLUCION 11

Aqua destilada caliente..cveiscscss 800 ml.
Ac. dietil=-barbiturico seveseracres 5075 g
Gelatina scsisscsnsttsscssssasssses 2:0 g’

SOLUCTON IT1
MGCL2 « 6H20 1.0 M eevesesensensses 10 ga

CaCl2 « 2H20 QeI M ceeersnnssarses 1 go

Agua destilada cebsps svsereenssesss 1000 ml.



SOLUCION ANTICOAGULANTE ALSEVER:
La solucibn Alsever e% una solucibn isotbnica que permite
preservar la sangre de carnero en refrigeracidn cerca de diez

SANANAR .

Formula
Dextrosa sseessscceces 205 g
Citrato de Sodio ..... &.0 g.
Ace Citrico eeeceneses 0.5%5 g.

Agua destilada c.b.p.. 1000 ml

CONJUGADD DE ISOTIOCIANATD DE FLUDRESCEINA — ANTI Ig G HUMANA?®
Se wutilizo conjugado comercial de los lakoratorios RBeringh & urna

dilucidn 1830.

GLICERINA pH 7.2t
Glicerina ssesessnscass & mle

PES 7¢2 cocscncnnes seee 1 ml,
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