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1. RESUMEN

En este trabajo de tesls, se presentan los resultados obtenidos con '

las técnlcas de IFI {iInmunofluorescencia indirecta) y Dot-ELISA (Dot-Enzyme- o

Linked Immunosorbent Assay) para la- detecclén de antlcuerpos con a" : :.~-.?

requlere equlpo caro. -




Por otro lado se determind Ia prevalencla de toxoplasmosls en el

érea de la Peninsula de Yucatan con un 53. 2%

Por ultlmo podemos decir que este estudio S

'lntegracién de los adelantos de la Parasltologla e lnmunolo a para crear__ :

nuevas alternativas en el dlagnéstlco de Ia toxoplasmosls




2. INTRODUCCION

2.1 BIOLOGIA Y MORFOLOGIA

Toxoplasma gondlii es un protozoario intracelular, su hospedero
definitivo es el gato, el cual produce una zoonosis, donde el -‘ho'mbre

representa un accidente en la cadena de trahsmis}on. 13 4 10,1 l,.-'l?. 32) R E

Su posicion taxondmica es:

0 'Sarcocystidaev
1 Subfamlua ' Toxoplasmatinae
- ‘_"G.ehe’ro: _ Toxoplasma
“ Espééie: gondii

Esltudios han demostrado que Toxoplasma gondii tiene una fase

‘sexual y otra asexual en el ciclo de vida, (2}



PRy

2.1.1 Morfologia de Toxoplasma gondil en hospedero definitivo

E! ciclo del parasito se presenta en el intestino del gato, donde se
realiza la formacién de Ooquistes dentro de las células epiteliales de la
mucosa, : donde 'alcanzan la fase esquizonte en el cual mediante
esqulzogonla’»da origen a los merozoditos, transformandose después en
gametos fémenlho y masculino que al ser fecundado da lugar al cigoto o
huevo que es expulsado del intestino con la materia fecal en forma de

OQoquistes (fig. 1).

Flgura 1. Ooquistes de Toxoplasma gondli en las heces de gato. {Fotografla de
Harley Sheffield. Foundations of Parasitology, St. Louis, 1977}, (2)

Los Qoquistes sin esporular salen en las heces del gato y otros
felinos, contienen un esporonte o masa intermna del citoplasma y, en
condiciones favorables de temperatura y humedad, el esporonte se divide y

da lugar a dos cuerpos esferoides llamados esporoblastos, los que al



Y mducidos por el es

madurar dan lugar a los esporoquistes, después, dentro de cada
esporoquiste se desarrollan cuatro esporozoitos de 2 a 3 mlcrl‘)met"ros de '
largo, este proceso se conoce como esporogonia (fig 2} (2, 13, 18.19,°21,
29). o

Figura 2. Toxoplasma gondil. A QOoquiste sin esporular; B. Ooquiste esporulado. {29)

2.1.2. Morfologia de T pl gondii en el hospedero

intermediario.

El parasito se encuentra en tejidos de mamiferos, Incluyehdo el

hombre donde se realiza la formacion de pseuddquistes,' qulstes_ y:

trofozoitos {13, 19, 21).

Bradizoitos' Se ncuentran en. Infecciongs’ cr los quilstes son

las formas predomlnante estos ‘aparecen. en el cncl‘ ia el parasnto :

el hospedero Ios qulstes poseen una membrana y

mlden 29 20 mIcrOmetros de forma generalmente redondeada ‘en:su -

interlor se

.3, 4) (2 18]

2 cuentr n clentos de parésutos conoudos como bradizoitos {fig.




Figura 3. Quiste de Toxoplasma gondll en cerebro de raton. {21}

Figura 4. Bradizoitos de Toxoplasma gondil en una preparacién cruzada sin teflr
de cerebro de raton. (Corntesia del Dr. B. H. Kean y e! Dr. Anne C. Kimball,
Cornell University, Medical College.} (2)



Taquizoitos: Los tacjulzolr.os de Toxoplasma gondlt pueden
encontrarse en los gangvlios linfticos mesentéricos y en otros érganos del

gato, en tanto qu’e, en :otfos-venebrados, esas formas no intestinales son las

unicas que se observan [fig 5] (2, 18, 19, 21, 29).

_parasitos y d|semlnacién de Ja lnfecclo

-lesiones y que varlan en gravedad en relaclo dire

parésntos

Entre las cepas prototipos des‘c'rlt'as'
Toxoplasma gondil son las cepas C P y Rh las cual

estructuras antigénicas. (7, 8, 13}.

Son 12 los antigenos détect@&ok"éh a cepa Rh (cua »rél n@s.




Figura 5

PM: Micrépilo; Rb: Ribosomas; N: Niicleo; Ne: Nucleolo.

. Morfologla de Toxoplasma gondil. Ap; Anillo polar; Sc: Sistema conoide;
Nr: Nervaduras radiales; Txn: Toxonemas; P: Pared con doble membrana; G;
Aparato de Golgl; Re: Retlculo endoplasmdtico; V: Vacuolas; M Mnocondrlas,




CUADRO No. 1
CARACTERISTICAS DE LOS ANTIGENOS DE TOXOPLASMA
GONDII CEPA Rh

ANTIGENO PM NATURALEZA LOCALIZACION
1 139x10’ Protelnas Membrana
2 61x10? Protelnas Memktrana
3 139x10° |  Glicoprotelnas Membrana
4 Proteinas Intracelular
5. <+ Protelnas | o Intac IL;larE'
-6 rote h

.NP* Na probado
2,2 CICLO DE VIDA
La transmision de Toxoplasma gondil incluye el ciclo natural y el

ciclo animal doméstnco hombre mencionado segun Frenkel Los dos'

- reservorios lmpgna_mes‘ del' parasito son los felinos, y los hospederos .




intermediarios (fig. 6) {11].

: El hqs_pedéj"p 'd'e'vﬁ'nitvlvb de Toxoplasma gondil es el gato, el cual

v nfékﬁjeyéd y se convertira en un portador y diseminador de la
fofrﬁé ilnf.eciéntéf ‘(Obquiste). no sblo para el hombre, sino también por loﬁ
mamlfér'osbhérbi\)oros', para las aves domésticas y para cualquier posible
hospedero intermediario susceptible de adquirir la enfermedad. (2, 3, 4, 11,

19, 29).

Ais o

| HOSPEDEROS
INTERMEDIARKS

o] [Eraiosiaiie]
HOMWESRE - ANIMALES DOMESTICOS | .

CONTAMINA|
FECAL DEL SUELO
HOSPEDERCS TRANSPORTADORES

Figura 6. Ciclo de vida de Toxoplasma gondil. {1 1)
2.3 PATOLOGIA.

El mecanismo etiopatolégico acontece a partir del sitio de la

infeccién hasta la diseminacién de los diferentes érganos. E lumen lnteétinal‘



‘es‘en general el pnmer sntlo mvadldo debldo al consumo de alimentos




o extracelulares. La proliferacién de los parasitos disminuye, obligando a

estos a protegerse mediante la formacion de bradizoitos enquistados en los

tejidos predilectos, que con mayor frecuencla son cerebro, rétlna,"mloca‘rdiq

y muisculo esquelético, sin prbduclr_réaccidn inflamatoria (2).

espaclos lntravellosos de la placenta, donde origlna un foco infeccloso,
pasan Iuego a los vasos de las veHosIdades ‘coriales y de ahl al feto, dando
'como resultado la muerte o el naclmlento ‘de un lactante severamente

’ afectado (6 26) L

Aproxlmadamente 30% de los fetos pueden adqulrir la lnf cclén

con una amplla gama de slgnos cHnIcos al rnomento “de. nacer presentan' '

. lctencla re nocorold ls' hldro efana o micr efaha afecclon s, en SNC o_jos .

'lntomas no son aparentes slno B



ta mayor pane de las cepas de Toxoplasma gondil, son poco
patbgenas para casl todos los hospederos, dado que la inmunidad que
"sigue*a- la lnfecclén aguda suele estar relacionada con una Infeccidon

pgrsnstente o premunicion. {1 1}.
2.4 MODALIDADES CLINICAS

Clinicamente la toxoplasmosls presenta una amplla vanedad de

manifestaciones clinicas, pero dependiendo del mecanlsmo de mfeccufm,

esta enfermedad puede ser adquirida o transmltida durante Ia gestaclbn .

términos que por 1o general son dificiles de manejar ya que en ocaslones -

no se puede definir el tipo cllnlco med h

acuerdo como nos descrlbe Frenke donde con_]uga las ‘diferentes vanantes‘l"'»

. que pamcipan en esta nfecclbn cuadro 2) (l I)
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Cuadro 2

Formas clinicas y subclinicas de Toxoplasmosis humana

cuerpo

Toxoplasmoslis clinica en el hospedero|  subclinka
diferida [Subclinica en |2 Infeccion con {infeccion
madte, clinica en ¢l hijo) Minima Aguda Subaguda cronica Inmunosupresié ocuita)

Madre: asintomdtica Fiebre, ™ fa, hepatitis, C Er s Ninguna
Producto: hepatits, ncumonky, miasitls, encefalitis y coriorretinitis [miccarditis,
i i ‘neumonla,
vtase toxoplasmosis dirica coriometinitis]
subaguda)
Datos Seroconversion con tiulos Serocorversibn, Tinios atos de IgM ¢ IgG Tiulosintermedios |  Thulosvariables | Tiulos estales
serolbgicos Jlias de anticuerpos en las dnlpx dhosdeigM e o bajos de igG deligs de lgG
7 IgM e igG © g6
2) Resistencia por 1o edad 1) d a) 1 a) ) Rotura del quiste a) Defecto rynunidad
Factores {madre] - ida cast bptima en en con necrosis por i 1 por
taios y b) A forma tadao fema irsuficiente JHpersenubiidad. linforna, Iprobablemente
estado de la |irsuficients b) inmadurez retarda £90%} quimioterapia an-  [de tipo
rreanicad linmunitaria b) Defecto tumoral o por |premunicién
" & io locat
pasiva zado en la retiray sindrome de
) Base o .
itaria de R10%) cienda
la pecrozis ¢} vmunidad |adquitida y
u e olras causas
otras partes del




2.5 INMUNOLOGIA.

La inmunologla de la toxoplasmosls es compleja sln embargo es - -

fundamental su estudio para entender la’- toxop mosi 2 SU

diagndstico y su tratamiento Ideal.

Lla infeccién provoca facilmente una lnmunidad la cual se ha.

demostrado, depende sobre todo, de factores provenlentes de lmfocltos T,

macréfagos y en menor medida los anticuerpos (S, 34, 36}.

La infeccién por Toxoplasma gondlil da por resultado

. i,respuesta lnmune la cual se le conoce como inmunidad no

X _donde‘se. observa induccion de un respuesta lnmunek_qu,e

i reslgfénéla adquirida a.la reinfeccién, ademas lé persleéncl ’del.'parasito ai

nlvel controlado llamado premunfclbn 3. 9 |6 34) Est e 2l m anlsmo"
‘por el cual el paréslto asegura su supervnvencra en la naturaleza la
premunlclbn resulta ser. el mejor estado de lnmunldad que puede alcanzar -

la mayor parte de los hospederos {34).
2.5.1 Inmunidad Celular.

Al inicio de la infeccidn, la Inmunldad celular se acnva con los

macrdfagos y mientras coincide con la lnmunldad ‘humoral ésta se encarga o

de disminuir la proliferacién de parasutos extracelulares (l




Posterior a la invasion pueden presentarse periodos de latencia.
Donde el bradizoito acumuta un polisacarido semejante al glucégeno, que
hace que el parasito se altere y forme pseudoquiste, en donde
Toxoplasma gondii, tiende a rodearse de una pared quistica como un

mecanismo de defensa contra la respuesta del hospedero {16, 17, 36).

Se ha encontrado también que los linfocitos T, estimulan a fos -

macrofagos para ‘inhiblr o matar los parasitos, por medio del interferén -

gamma que fue identificado como fa linfocina {llamada también factor .. "

‘activador de macréfagos FAM] que estimula a los macréfagos a liberar . .

peréxido y destruir toxoplasmas {33},

2.5.2 Inmunidad Humoral.




Intecclén Aguda . Infecclén Crénica

Estimulo
Antigénico

4 e e A St B
14d  im 2m 3m 4m 6m 1a 2a 3a 10

" Grifica 1. Respuesta inmunitaria a la Toxoplasmosis (4).

A partir de la primera semana posterior a la Infeccion se reconbéé I

presencia de anticuerpos IgM, la variedad de IgG aparece: dos 0 cua

semanas después de iniciada la infeccion, la elevacion’ de los tltulos es lenta 5

_durante 2 0 4 meses y alcanza su mémmo entre 3 y 6 meses (3 4, 32)

La cantldad de anticuerpos en humanos en la 'variedad lgM e IgG o’
- en ambas. ha' sldo cuantlr jca

24, 36] AI es ‘da

ar dlversas pmebas serologicas [3 4, 5 16,
tre el tltulo de anticuerpos y las

’modlfcaclones ‘que : estos pueden causar en la morfologla de . l

'toxoplasmas Werner (24) encontro que cuando los titulos son ba_]os entre

l:i4y1:128 el parasato puede aun eproduclrse. cuando el titulo se eleva a

1:4000, el ndmero - de parasltos ”dlsmlnuye senslblemente y la. division

poliendiogénica es incompleta . queda

o Ios parasltos unidos sin poder

separarse, cuando el tltulo llega é 6000 [ mas se lisa ta mayorla

de los parasitos y sélo un ‘pequeno; grupo se manuene en el interior de las




.

: pfobigdages‘

'fﬁatg(ﬁl ﬁbrl

células iniciando la formacion de pseudoquiste (24).
2.5.3. Relaclén Hospedero-Parasito.

Existe una relacion hospedero-parasito, por una parte, las jacciohes‘
que ejercen los pardsitos para sobrevivir en sus hospederos y por otra, los o
mecanismos que desarrolia el hospedero para oponerse a la actividad de

tales parasitos {11, 17, 34).

Los mecanismd de evasién en Toxoplasma gondil son;

' Alslamiento’ anatémico. La localizacién de los parsitos dentro
un pape! Importante en e! proceso infeccioso, ya

o pardsitos persistan o no {17).

tica de los lisosomas, cuando

lebidoa.'que: el "pardsito altera -las

'agosomas : oponiendo  barreras de mitocondrias y

vacuolar'y la'membrana lisosémica lo

que impide al acceso del contenido del lisosoma a la vacuola (fig. 7j {17).




Figura 7. Macréfago con un parasito fagocitado, T: Toxoplasma gondll con su

nuicleo; V: vacuola parasitdfora; m: mitocondrias y mf: material fibrilar (17).

ghrtaidn

ml‘lll\g/

3 4
Tonopiasma sobrevivienis

Flgura 8. Accidn evasiva de T. gondll dentro de vacuola parasitéfora del macréfago:
1: fagocitosls de! parasito por el macrdfago. 2. formacion de la vacuola
parasitdfora. 3: dentro del fagosoma la presencia de enzimas demoledoras

det oxlgeno degradan al peréxido de hidrégeno formado por el macréfago.
4: parasito sobreviviente. Dibujo: Dr. F. la Jara,



Por:otra parte, contenlendo las enzimas catalasa endogena y
glutatlorrperoxidasa Toxoplasma gondii evade la accion del peroxido de
hld;bgeno, o que sehala que el nivel de enzimas demoledoras de
rbéfaboﬁtos del oxlgeno también tlene un pape! fmportén[e en (a muerte del

parésito dentro del fagocito [fig. 8) m oo

M.. s la’ capacidad’ Gue tienen algunos; .

Modlﬂcaclén ntlgénlca

de tener oportunidad de invadir una nueva célula |7)

Concluyendo, el sistema' lnrﬁ'unolégic contra Toxoplasma

gondil es capaz de mantener asmtomaucqa ndwuduo Infectado pero No

es lo bastante eficiente para rog cC én total del parasito {16).

0



2.6 EPIDEMIOLOGIA

La infecclbn por Toxoplasma gondlil tiene una distribucion
mundial, es un padecimiento que va de la mano con costumbres higiénico-
i dietéticas. Asl la frecuencia varla de una zona a otra, dependiendo de
\ factores-c!ifnétlcos, socioeconbmicos, existiendo mayor prevalencia en

regiones conocidas como tropicales humedas (10, 36, 37).

: La lnfecclbn por Toxoplasma gondil se transmite prlnclpalmente;‘”

por Ias heces fecales del gato, que contaminan allmentos (2

v Manuel Martlnez Baez reahza encuestas epidemioléglcas a nlvel nauonal

21



indicando que en México esta Infectado el 32% de la poblacion 36, 37).

2.7 DIAGNOSTICO DE TOXOPLASMOSIS EN EL LABORATORIO.
La toxoplasmosis con una sintomatologla tan varlada y a veces

- confusa, sélo con ayuda del laboratorlo se puede llegar a un diagnostico

definitivo.

La toxoplasmosis puede dia‘gnostlcaue por dos vias fundamentales;

método directo y método indirecto.
2.7.1 Método Directo,

La observacién directa deJ parésmo en los teﬁdos u érganos enlos

cuales es dificll de definir ya que muestra dlferente 'partes de la estructura: L

tinciones mas utilizadas es hematoxlllna-eoslna Y
2.7.2 Método Indirecto.

Los meétodos indirectos para Ia detecck’)n de Toxoplasma gondil

es meduante serologla por deteccl ! ‘s anzlcuerpos especlficos lo cual

indica que ha habido. prevuo o re ;a;to con el parasito pero no

necesariamente presentar la en(ermedad 1or'ﬁar_1do ‘como concepto basico




que el aparato Inmune reconoce los diferentes determinantes
inmunogénicos y responde con la formacién de anticuerpos de diferentes
estirpes, es asl que se tienen varios métodos seroldgicos que han sido

desarrollados para el diagnostico de toxoplasmosis (4, 5).

El perfil de respuesta de anticuerpos en la varledad IgM, 1gG o
ambas ha sido cuantificado por diversas pruebas, como la de colorante de
Sabin-Feldman (D7), la de ﬁ_jacl‘én de complemento de Warren-Feldman
(CF),  hemaglutinacion indirecta de Jacobs y Llunde  (THI),
inmunofluorescencia indirecta de Wailton (IFl} y la de inmunocensayo
enzimético de Voller (ELUSA). En la prictica, todos requieren de la
prebaracion de antigenos solubles de Toxoplasma gondii {2, 4, 5,713,
27, 32,36, 37).

2.8 TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

o

- La terapla farmacolégica para la toxoplasmosis no es lo sufi clente, ya L

. que no se dispone de farmacos parasiticidas e Incluso sélo. tiene: accién S

sobre las formas parasitarias de multiplicacion rapida o taqulzoltos {17, 22). )
2.8.1 Indicaclones de manejo terapéutico.

En primer término ningun caso asintomatico requlere terapla

aunque tenga titulos.muy altos de anticUerpos, a no’ser que se trate de

’-alguna de las slguientes suuaclones toxoplasmos:s aslntomanca en mujeres S
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embarazadas, toxoplasmosis trasmitida durante [a gestacion asintomatica o

toxoplasmosis accidental en personal de laboratorio.
2.8.2 Control terapéutico.
E! control terapéutico, simplemente se basa en seguimiento de nivel

de anticuerpos contra Toxoplasma gondil y la evolucion clinica del

paciente.

2.8.3 Medicamento de manejo.

tratamiento dela toxoplasmosls (2 3 36)

2.8.4. Profilaxis.

La profilaxis de esta Infecclén es, de suma lmportancla, ya que es la

unlca manera de poder controlar y prevenlr Ia lnfeccuén de Toxoplasma

gondil evitando contacto con el gat X Ilmplar sus deyecclones evitando

comer legumbres crudas y came mal coclda (13) En el casc de una

2



toxoplasmosis congénlta conoclendo de antemano sl exlste o no lnfecclbn

prevla enla mujer embarazada (36 37)
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3. ANTECEDENTES
HISTORICOS EN MEXICO

Toxoplasma gondil fue descubierto en 1908 por Nicolle y

Manceaux en un pequefo roedor {Ctenodactylus gund) (19, 22, 34).

En la Republica Mexicana, Moser encontré en 1929 el parésiio en: -

cobayos (2, 19) Se han reallzado numerosos estudlos sobre :esta-

enfermedad, el primer caso humano publlcado se; trata de n: nlﬁo de Il:

gondll en liqutdo cefalorraquldeo yene mlsmo aho Roch, empezé a usar

la prueba de colorante de Sabln y Feldman en el'Instituto de Salubridad y

Enfermedades Tropicales ahon‘ stituto Nacional de Diagnostico y

Referencia Epidemloléglcos:pa
31). '

' ‘agn‘ostlco de toxoplasmosis (14, 25,

En 1960 Sllverman y varela, realizaron estudios para la relacuonar

esta enfermedad ’con trastornos mentales en distintos nospltales ’

pslqulatricﬁos.'l s datos reve on hasta un 65% de sueros posmvos {14.:25).

Ehfll 66 Roch y‘Var:eIa en una encuesta serolégica en poblacion
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ablerta, encontraron el 30% empleando la reaccion del ;oloranté {19, 25).

Caballero en 1968, en cultivo de leucocitos humanos encontrb que .
Toxoplasma gondil es capaz de provocar dlstlntos tlpos de aberrac(ones‘ '

cromosdmicas {30).

Molina y Ontiveros en 1971 reallzaron estudlos a mujeres -

embarazadas, obteniendo €l'74% de suero' pcsltivos mpl

de inmunofluorescencia (30)

T

permanente y sirve de referencia para otras institticiones (36|
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4. INMUNODIAGNOSTICO

4.1 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFl)

Clertos compuestos al ser excitados por una luz de longitud de
onda corta son capaces de absorber energla luminosa y emitir a su vez luz.

de onda mayor. Algunos colorantes que tienen esta capacldad de radlacibn . o

de excutaclbn se locallzan en el campo ultrawoleta y- -z emmda en’ el

) facllldad S

;.éstos al'ser jluminados-con luz ultravloleta emiten la luz de longitud de onda

: mas Iarga adqulriendo ﬂuorescencla verde brullante car. terlstica a Sl7nm’ ;
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REACCION
POSITIVA, -

REACCION
NEGATIVA

2 més de 90% (24, 28).

Los tltulos para_considera valor posltlvo son mayores e' lguales a:

(RESY vanas determlnaclones a intervalos de tiempo de 2 a 4 meses R

B pudiendo pronostlcar datos suf‘clentes para sostener © rechazar ‘el’

~dlagn65tlco de la Infecclbn {15).
4.2 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA}
La técnica de ensayo de Inmunosorbencia ligado a una enzlma,

actualmente es ‘ampliamente utilizada para detectar y medir antlgenos o -

anticuerpos, se basa en la propledad que se desarrolla cuan'do;se‘ presenta

29



la* Interaccion "antigeno antlcuerpo-enzlma-sustrato la ‘cual da como

resultado la producclbn de colora on que, ‘es cuantlf' cable por un aparato

especlal (espectofotbmetro) u observar‘a slmple vista {1 5, 32)

4 Substrato Lo ubstratos dela’ enz1ma es Imponante que sean estables 8

altameme reactlvos y que se tengan dlspombles
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5. Microplaca: El Uso de microplaca es conveniente para la realizacién deun. .

Las mlcroplacas son de fondo en

forma de. U“ ) fondo plano como las que se utlllzan en Dot ELISA

La 'p‘ru'eb'a de ELISAtiene 3 varlantes:
4.2.1 ELISA - competitiva

El método competitivo es usado en Ia detecclbn de anﬂgenos el

anticuerpo especlfico es absorbido a la fase blida C ba y.la- muestra a V

probar, que supuestamente contlene’el_anﬂgeno, es’adicionada,:se:deja

reacclonar y ensegulda se agrega e

_muestran coloraclén debldo a que la Inhlbxcrén ‘de: cambio .‘de color,en

e pozos on muestras a probar es proporclonal a; la* cantidad . del antlge 0

‘presente en la muestra,

4.2.2 ELISA - indirecta

Se usa en la deteccién de antlcuerpos El anttgeno especlt‘ co es =

absorbido a la fase sdlida, se adlcxona el suero a probar. se Incuba y se lava B

se agregauna enzima llgada 3 antlgl bul

se adiciona el sustrato y se hace ‘observaclén del color producud“'i_ lz',j

o 3.' ,,



degradacion del sustrato tiene por resulrado un cambio de color,. asl la

cantidad y velocidad del camblo de color. es directamente proporclonal ala:’

cantidad de anticuerpo en el suero probado

4.2.3 ELISA - doble cuerpo o,sam‘i‘v&i‘éh L

Se detectan antlgenos.',‘EI'éntléﬁerpb especlfico” es’ absorbido ‘a_ la

proporclonal a fa cantidad de antlg
Dot-ELISA:

La técnica de Dot—ELISA es una,modifi caclén de la variante’ lndlrecta e v

degradacion del sUstrato (27)




La técnica de Dot—EUS/\ corre de igual ‘manera que la variante

|nd|recta de ELISA y sus ventajas lncluyen la simpliddad, estabilidad de los

reacnvo equlpo reldtivamente. no costoso. y se pueden procesar un gran

~numero de

* i nitrocelulosa.

y especlf o se une al -antigerio).

fAdlclbn de la enzima ligada a Ia
: antlglobuhna la cual se:une “al

Gl -

~/4." Adicién del sustrato y cambio de

‘.. color enla: zona de rea:cnbn al:
ser posmva ; i

. Flgiara 10, Reaccidn en técnica DOLELISA -
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5. OBIJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

1. Integrar los adelantos de l!a Parasitologla e lnmunologla para crear
procedimientos de diagnostico de toxoplasmosis que sean de unlldad J

en la medicina clinica,

2. ldentificar la técnica de Dot-ELISA como una p05|ble alternanva para e)‘ﬁ_ S

diagnéstico de toxoplasmosis en e} laboratorlo S

OBJETIVOS PARTICULARES

3 Conocer la seroprevalencia de personas que presentan antlcuerpos g

- contra Toxoplasma gondii en poblacion ablerta en la penlnsula de. :

: Yucalén
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6. PLANTEAMIENTO DE
PROBLEMA

Las infecciones en el hombre por Toxoplasma gondil se han
observado en todas partes del mundo, pueden ser asintométicas o
sintométicas. Se han tratado ambos casos a partir de encuestas
seroepidemioldgicas a nivel nacional, obteniendo as! el Indice de frecuencias
de este parasito en una poblacidn y a la vez poder ofrecer atencion meédica

adecuada a las personas infectadas.

Para detectar EStOs casos se han utilizado diversos metodos de SN

laboratorio, cada uno con sus ventajas desventa}as -

para el diagnbstlco de toxo
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7. HIPOTESIS EXPERIMENTAL

En la deteccion de anticuerpos contra Toxoplasma gondil, la
prueba por la técnica de Dot-ELISA pudiera ser tan especifica y sensible

como lo es la técnica de Inmunofiuorescencia Indirecta {IF!).
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 SUERO PROBLEMA

Se obtuvieron muestras de sangre venosa de 539 personas
aparentemente sanas, fueron obtenidas de una poblacion ablena en la

peninsula de Yucatan (Campeche, Yucatén y Oulntana Roo) para una

encuesta seroepidemiologica a nlvel naclonal sélo se reporta e ad y sexo Se‘b

separo el suero del paquete. cel I

EI [rabajo de " campo,ue reallzado por.‘el “personal del Instltum, R

al: e Dlagnbstlco y Referencia Epldemloléglcos Dr, Man el Manlnez'»

' »Baez de la Secretérla de Salud,..

‘8.2 SUERO CONTROL

« Suero control positivo, ‘Suero. de._s

positivo IgG a 1:1024 por el mismo Instituto

« ‘Suero control negativo.. Suero de sangre de’ paciente

‘negativo.

8.3 ANTIGENO -

Para ambas técnl_t]:as*lr-;lb y Dot-ELISA se prepara el mismo antlgend. ’

Este antlgenb son_taquizoitos de 'Toxoplasma gondil de la cepa CK,. -
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mantenlendo su llnea en Ilqurdo pentoneal de ratén

1 Después de 3. dlas de ;msduclr Ia llnea de parasrtos en I_,ratén,j,sa

sacrlﬂca con los dedos pulgares se Ie opnme €l abdomen para remover‘x, i

o nal extraer con s

. los parasrtos adheridos a Ia pared de la avida

unaJermga el Ilquldo pentoneal

dePBSapHde72

“. 6. 'Se dilliyen*los: parasltos.hasta tener una"concent’raclo

quli tos por Ul esta concentracién la- pode

‘cuenta de taqulzortos por mm® con'una cdmara

v_~correspondlendo a 5.0 x 10° taquizoitos por mm

v7.v Una vez Ilsto dicho antigeno, se puede utilizar para preparar las

de 1a técnica de IFI, sensibilizar los discos de nrtrocelulosa para la: técnlca”

“de Dot -ELISA © también se puede conservar el antlgenoﬂen‘ pgqueﬁa_s : S
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alicuotas a -20°C hasta su uso, {s6lo se pueden utilizar una vez después
de descongelar, verificando la cuenta de taquizoitos por mm? antes de

su uso).
8.4 PREPARACION DE LAMINILLAS CON ANTIGENO PARA IFI

Las laminillas son portacbjetos donde en cada una se grabaron 12
pocillos o clrculos de aproximadamente 3 mm de didmetro en donde fue
depositado 5 ul de antigeno preparado, se dejan ecar a temperatura
ambiente, quedando fijados los taquizoitos en la laminilla y finalmente

almacenadas a -20°C hasta el momento de su uso (15).

Se comprueba que en las laminillas al microscopio existen de 30 a

40 parasitos por campo, que no estén destruidos, ni contaminados.

8.5 SENSIBILIZACION DE LOS DISCOS CON EL ANTIGENO
PARA Dot-ELISA

1. Se preparan discos de nitrocelulosa de 5 mm de didmetro de 0.22
micrometros de poro, €stos se manejaran con pinzas para evitar una
posible contaminacién, se sensibilizaran los discos con 5 ul. de antigeno a

cada disco.

2. Seincuban durante 10 min. a 37°C." -

3, Se déjah':;os"diséb a temperatura_ambiente ;dqréhte 10 0 15 min, 'y
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finalmente se congelan los discos sensibilizados hasta el momento de su

uso (15).
8.6 PREPARACION DE CONJUGADO PARA IFI

Reconstituir el conjugado de antigamaglobulina IgG humana
marcada con isotiocianato de Fluoresceina producida por Sigma Immuno
Chemicals, después se diluye a 1:500 con solucion de azul de evans al 0.5%
en PBS pH - 7.6 Esta es la dilucidn de trabajo y debe ser guardada en

cdngelaclbn.
8.7 PREPARACION DE CONJUGADO PARA Dot-ELISA
El conjugado es un antigamaglobulina 1gG humana peroxidada

fabricada por Sigma Immuno Chemicals, se prepara a una dilucion de 1:300

con la solucién de leche Sveltes aI 5% PBS pH 7.6 la dilucidn ideal fue

determmada al reallzar la prueba a un control posmvo a tltulo conocido
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8.8 PREPARACI()N DE SUSTRATO

Disolver 3 mg. de 4-cloro-1,naftol en 2 ml. de metanol, del cual"sye -

toman 700 ul y se afiaden a 10 ml. de PBS, por Ultimo se ahadeh 5 ul. dé
H,0, y se deja incubar por 30 a 40 minutos. Lo anterlor se prepara

inmediatamente antes de su uso.
8.9 SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH-7.2

A.  Na,HPO,-H,0...14gr
Agua destilada 1000 ml
B. .Na,HPO, .~ 13.8gr
Agué destlada IdOQ ml
Mezclar 28.5 mide Ay 71.5 mi de B, aforar a 1000 ml con solucion

salina al 0.85% y ajustara pH-7.2

8.10 DESARROLLO DE LA TECNICA DE IFl PARA
DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgG CONTRA
Toxoplasma gondil

8.10.1 Material y equipo

«  Portaobjetos con antigeno de Toxoplasma gondil

«  Antigamaglobulina 1gG humana conjugada con isotiocianato de
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- fluoresceina. - . -
“ e Solucién salina tamponada con fosfatos pH 7.2

. Suerd g:ontro] positivo a Toxoplasma gondil a dilucion 1:1024

« " Suero control negativo a Toxoplasma gondil

. ’ ontrol negativo de solucién salina PBS pH 7.2

h'térhpbnada de glicerina (9 valores de.glicero! mas - 1°vol de. -

! e Microscoplo de inmunofiucrescencia.

s,i 0.2 Desarrollo de la técnica IFI-

.-duplicado.

2.. Para el suero.control positivo se preparan diluciénés uha por. _arilba‘ Yy ‘

. una por-abajo del titulo conocido, es decir diliciones:1:512:1:1024 y-

3.
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problemas y controles e lncubarlos en camara himeda. durante 30 m|n

ldentlrcar'os'sueros por’ medlo de un

a). Negativo; La reaccin se considera negativa cuando.los organismos . .
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ﬂuorescen ro_jo purpura sln nlnguna ﬂuorescencla verde amanllenta en

la penferla tamblén ’ jati : 0|° anterlor del_"_ P

\\\ : POSIT_IVO// U~

/ ORGANISMO VERDE AMARILENTO - ORGANISMO VERDE AVARILLENTO
EN LA PERIFERA

NEGATIVO

ORGANISMO CON TINCION POLAR
VERDE AMARKLENTO ORGANISMO ROJO

Figura 11. Interpretacion de la observacitn al microscopio de Yoxoplasma gondll en
la reaccién de inmunofluorescencia indirecta.

La intensidad de l"ﬂuorescenaa estd en relacion directa con la

cancentraclén de antlcuerpos :
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8.11 DESARROLLO DE LA TECNICA DE Dot-ELISA PARA
DETERMINAR ANTICUERPOS IgG CONTRA Toxoplasma
gondiil

8.11.1 Material y equipo

« Discos de nitroceluiosa, sensibilizados con antigeno de Toxoplasma

gondil

e Solucién bloqueadora, de lecha sveltes 5% P/V

«  Conjugado. S'buen'; aﬁtig!ob‘ulin_'a',lgG"h‘uma'na peroxidado *

: Solgclo‘ ‘ 'Qa

ntrol p s_klt‘i‘\./ko a ;I"o(xoplasma gondii a tiulo 1:1024
. -,',,v. g "SI‘Je‘njogqn;rol negativo a Toxoplasma gondil
o SuStrato - 4-cloro-l nafto!

+ .~ Twen 20 0.05%

*  Microplacas fondo plano

8.11.2Desarrollo de 1a técnica de Dot-ELISA

La técnica se lleva a cabo a temperatura ambiente de 22 -’24",(:, -

todas las soluciones se trabajan a un pH de 7.2



Esta técnica se dividié en 2 fases la pnmera en determxnar los

sueros posmvos a una dlluclén 1 16 y la segunda que los sueros posmvos a

Se descongelan los - discos 'Sénsﬂnﬂ

Toxoplasma gondil hasta alcanzar




4. Agregar 50 ul de cada dlluclOn preparada de ‘suero - a anahzar,

Incluyendo controles -en’ £ pozo correspondlente'- de a erdo: al

diagrama de. Ia mlcropl

Incuba durante 30 a 40

> P°5"?fi9fﬁiebt.; ‘
,-;I}’%!_E.fpl:vf?.taClénxdeb iade

_prueba se consndera negatlva cuando en el dlsco de - )

papel i Itro no sekobsewa n(nguna marca o mancha (f g.. 12)
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b} Positivo. La prueba se consldera posutiva cuando en el disco se

obseNa un clrculo de color purpura {fig. IZ)

- Flgufa’ 12 n pa
- ¥ negativos : (C+ :onuol posmv ;
ﬂslolbglca, M muestras]
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9. RESULTADOS

9.1 FRECUENCIA DE ANTICUERPOS EN SUEROS PROBLEMA

En el cuadro No. 3 se observa la distribucidn de 539 sueros
trabajados en funcion de las técnicas IFl y Dot-ELISA a diluciones de 1:16 y
1:128

En el caso de )a técnlca de IFI se tiene 287 sueros posmvos ¢

. sueros negativos correspondiente a 6 1.9%
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CUADRD No. 3

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS ANTITOXOPLASMA EN 539
MUESTRAS DE SUERO HUMANO UTILIZANDO DOS TECNICAS

(1] Dot- ELISA
Dilucion 1:16 1:128 1:16 1:128
Positivo 287 (53.2%) ] 200 (37.1%) | 307 (56.9%] | 20S {38.0%)
Negativo | 252 [46.8%) | 339 [62.9%) [ 232 {43.1%] | 334 (61.9%}
A continuacion se da por medio de graficas de barras los

porcentajes de resultados positivos y negativo obtenidos por las técnicas de

IFly Dot-ELISA a dilucion 1:16 y 1:128 (Graficas No. 2 y 3).

40+
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604
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3

-
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1:16 DILUCION 1:128

2.2 SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR DE PREDICCION,
COMPARACION DE PROPORCIONES EN GRUPOS

APAREADOS {X*) Y REPRODUCIBILIDAD
9.2.1 Sensibilidad y especificidad de Dot-ELISA

Se considerd como prueba de referencia la técnica de IFL, la cual se
ha aceptado a nive! internacional para comparar en forma practica cualquier
técnica que pretenda cuantificar los anticuerpos contra Toxoplasma
gondii, teniendo un valor tedrico de sensibilidad del 98% y especificidad
de 9896, lo cual se puede considerar casi del 100% comparado con el

aislamiento y cultivo del patégeno (4).
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Se determina la correlaclén de. ambas téchlcas donde jos sueros

posmvos a Dot ELISA que son 307 ‘sélo 264 fueron tamblén positlvos para a )

técnica de IFI, dando una dlferencia de 43 sueros’ reportados de mas parab
Dot-ELISA, por otro lado son 23 sueros reportados por: Dot ELISA como

negativos, pero en realldad son posmvos para IFl 'y por. ultimo de los 252

sueros negatlvos para’ lFl de los cuales 43 no son neganvos encontramos

que 209 sueros son realmenre negativos [{Cuadro 4).

CUADRO No. 4
TABLA DE CORRELACION

F1 Dot-ELISA CORRELACION
+ + = 264

+ - . 23

. + = 43

. . = 209

‘la senslbllidad es expresada en la proporcnén de los correctamente :

- clasif cados como posltlvos =

La especlr cidad es expresada en la proporctén de los correctamente S

clasﬁ' cados como negatlvos (cuadro 5 y 6)
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CUADRO No. 5
TABLA DE CORRELACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

ENFERMEDAD
PRESENTE AUSENTE TOTAL

Positiva a b a+b
PRUEBA Negativa [4 d c+d

Total a+c b+d a+b+c+d
a= verdaderos positivos d= verdaderos negativos’
b= falsos positivos a+c= total de personas enfermas
¢ = falsos negativos b+d= total de personas no enfermas

CUADRO No. 6

TABLA DE CORRELACION PARA Dot-ELISA

PRUEBA IF)
Positivo Negativo TOTAL
PRUEBA de | Positivo 264 43 307
Dot-ELISA | Negativo 23 209 232
Total 287 252] - 539

Sensibilidad = —
" a+c
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9.2.2 Valor de prediccion de Dot-ELISA

Valor de prediccidn positivo

El valor de prediccion positivo de los resultados de la técnica de Dbt- :
ELISA es definido como el porcentaje de probabllldad de tener la

enfermedad entre el grupo de personas clasur cadas como posmvos i

sitivo =
VPpositivo a+b

264 :
VO = ——
VPpOSItI (o} 307 xlOO 85 9%

Valor de prediccién negativo

i El valor de prediccion negativo de los esultados dela: técmca de.‘ B
Dot-ELISA es definido como el pomento de lproba .

enfermedad entre el grupo de personas clas f

A d :: V. i
VPnegativo = 100
galve=¥d ™

L 209 ‘
VPnegativo = —— x 100 = 90.
egativo 55 %100 = 90.0%

9.2.3 Comparacién de proporciones en grupos apareados [ X"}

En esta situacion experimental la prueba McNemor para

proporciones apareadas que nos analiza el numero de discordancias se -
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considera la aproplada Esta prueba slgue una distribucion chi cuadrada (x?)

conun grado de libertad su férmula es:

no . considera - donde | los - resultados

9.2.4‘ Reproducibilidad en técnicas de IF! y Dot-ELISA

Se evalud la reproducibilidad con los resultados obtenidos con el
control positivo que tiene un titulo de 1:1024. Cada vez que se realiza la
prueba a un lote de muestra, se realiza por duplicado el control positivo, en

total se obtuvieron 20 datos de control positivo.
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En el caso de la técnica de IFl se obtuvo el 100% de

reproducibilidad y para Dot-ELISA el 95% (cuadro No. 7).

CUADRO No. 7
REPRODUCTIVIDAD DE TECNICAS DE IFl Y Dot-ELISA
TiITULO 1Fl Dot-ELISA
1:512 0 |
1:1024 20 19

9.3 DISTRIBUCION DE TITULOS DE ANTICUERPOS
Antitoxoplasma gondii POR TECNICA DE Dot-ELISA

En esta distribucion se dan los resultados obtenidos de sueros
positivos a diferentes titulos de anticuerpos contra Toxoplasma gondii a
partir de [a dilucibn de suero considerada como significativa de 1:16, 1:32,

- 1:128,71:256,-1:512,- 1:1024, 11:2'048 y 1:4096, contra el porciento de

sueros positivos de cada titulo trabajado.

* anticuerpos - [cuadro No. '}’yiii_é"repres‘entaclbn'v gréfica de los resultados

L {gréfica No )
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CUADRO No. 8
DISTRIBUCION DE ANTICUERPOS ANTITOXOPLASMA POR
TECNICAS DE Dot-ELISA

TITULOS No. SUEROS %
1:16 59 19.3
1:32 23 7.9
1:64 20 6.6
1:128 34 11.0
1:256 40 13.0
1:512 39 127

21:1024 - 52 16.9

1:2048 24 7.9

1:4096 16 5.2

No.SUEROS

4

704

ey

i
32 .. 64 5128

R R
25675127 1024 2048 4056 yiTyLOS
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9.4 SEROPREVALENCIA POR GRUPO DE EDAD Y SEXO EN
POBLACION ABIERTA EN LA PENINSULA DE YUCATAN

Para determinar la seroprevalencia por grupo de edad, primero se
establecen los rangos de éstas, y se distribuyen a todas fas personas

pamcipantes en Ia encuesta de acuerdo a su edad y después se identifi ca el '

porcentaje de sueros posit os de cada grupo de edades

R Atltulos de 1116 por técnica de IFl el grupo de menores de 5 aos
" tuva positivos ef 24.3%, el de 6 - 15 afios de 53.79%, 16 - 25 afios el 61.8%, '
26 a 35 afios el 65%, 36 - 45 afos el 55.3%, 46 - 55 aios e 61.3% 1%
‘mayores de 56 afos e} 68.8% {grafica 5}
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En esta encuesta seroepidemioldgica, se observa qué en . la
peninsula de Yucatan la seroprevalencia por grupo de sexo el porcentaje de

positivos femenino es de 53% y masculino es 47% {grafica 6).

SEROPREVALENCIA (%)

!

704

FEMENINO MASCULINO
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10. DISCUSION

Con respecto al desarrollo de la prueba, tanto en la técnica de IFI -
como la técnica de Dot-ELISA, son pruebas en que sus resultados dependen :

de la experiencia y crlterlo del analista, ya que en ambas sus resultados estén

dados por aprecnaclbn vtsual para detectar Ios antlcuerpos de Toxoplasma :

hasta 3 horas después de obtener la muestra
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Algo de suma Imponancla es que el analista para leer los resultados

de esta técnlca debe tener ‘el punto Opnmo de corte de lectura, dedicar el

tiempo adecuado e Igual a una cjle;las muestras.

son Ia d|ferencla de Ios 07 suerosposltuvos menos 10s realmente positivos

(264 sueros) y por ultlmo 209 ros, verdaderos negativos que son los 232 .

sueros neganvos menos Ios 23 sueros falsos negatlvos Con'lo anterlor se -
pudo detectar que | la senslbmdad de Dot—ELlSA es de 92% y su espeuf mdad' e
de83%. " :

Asl también se détérfnlh'o para Ia técnica de Dot_-ELiSA el bp‘dr’(y:ient‘pi'

2Bl




de prcbabilldad de ser realmente poslnvo con un 86% y la probabllldad de w

ser realmente negatlvo con 90% Concluyend "que tlene un'n"arg«.n def_ '

valor de prediccion alto ’

_VContlnuando conel* segundo pico’ de la: grafica. el tihulo :de dllucn‘)n de B
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L .hombres

1:1024 con 52 sueros positlvos, parece indicar que el parasito esta en una
fase activa - de; reproducclén, mlentras que el hospedero crea una alta

concentracién de antlcuerpos produada por una fase aguda en la infeccion.

Po ‘uylti'm ! 'para‘establecer la referencia epidemiolégica en la
pehlhshla d ' Sef_encqntro que de acuerdo con la encuesta

,seroepldemlolb‘ -la Infeccion” de Toxoplasma gondiil afecta tanto a

mujeres sin'tener predileccion por el sexo, esto lo podemos

observar en.la graf' ica No. 6 donde no hay gran diferencia entre ambos

sexos .

Con respecto a la edad de mayor lnd(ce de lnfECClbn afecta alas’

_personas jovenes y adultos de 16 afios en adelante (graf ca. No"‘ 5) ‘De tal -

manera sl pudiera afectar en clerta medida a la économia del pals
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados y discusion se infiere lo siguiente:

1. La técnica de IFl sigue siendo la prueba ideal para detectar anficugrpo_s.
contra Toxoplasma gondil, ya que la técnica de Dot}ELlSA a estudiar .-

no alcanza a tener una sensibilidad Yy especif cldad del !00%; _conﬁ arada’

un equ:po caroen Ia p eba de IFl o en ur

clue deseé tener Por ejemplo Ia técmca de Dot-ELISA se considera buena ks =
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: republlca mexlcana el

alternativa para encuestas seroepldemlolég(cas, Y la técnica de IFI tanto
para encuestas seroepidemiologicas como tamblén y de manera mas

especifica, puede constituir una exce.'en;e prueba conf rmatoria y de

seguimiento en mujeres infectadas durante la ges acnén paclentes con
inmunosupresores y pacientes con SIDA que estén infectados con

Toxoplasma gondii.

. La seroprevalencia de. anticuerpos contfa 'Toxoplasma gondil por

técnica de IFl a tlulo | l6’en’la penlnsula de Yucatdn es del 53.29%

slendo un valor alto de 'go de Incidencia presente en la

7%-(36 Por 10 que es recomendable la .

: reallzaclén de estudios eroepxdemioléglcos en -el pals y. pnnclpalmente, “

LD

Importancia de Ia toxoplasmosis.
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