
UNIVEHSIOAO NACIONAL AUTONOMI DE MEXICO 
ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES 

"ZARAGOZA" 

BUSQUEDA DE ANTIGENOS CIRCULANTES DE 
TOXOPLASMA GONDII POR COAGLUTINACION 

Y HEMAGLUTINACION INDIRECTA 

T 1 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
PRESENTAN: 
SONIA ARCE ARRIAGA 

MARIA GUADALUPE CASTILLO ACOSTA 

MEXICO, D.F. ENERO DE 1987 

_,, 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



1. 

2. 

INDICE 

INTRODUCCION 

ANTECEDENTES 

GENERALIDADES ••••••••••••••••••••••••••••••••• 

2.1. Clasificaci6n ··•••••••••••••••••••••••• 

2.2. 

2.3. 

2.4. 

2.5. 

2.6. 

Morfología 

Aspectos biol6gicas 

Cicla biol6gico 

Patogenia •••••••••••••••••••••••••••••• 

Respuesta inmune en la taxaplasmasis 

2.7. Estructure antigénica •••••••••••••••••• 

2.a. Métodos de d1agn6stica .••••••••••••••••• 

FUNDAMENTO DE LA ELECCIUN DEL TEMA •••••••••••• 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA •••••••••••••••••••• 

08.JET IVOS ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

HIPOTESIS 

MATERIAL V METODOS ••••••••••••••••••••••••••••• 

PREPARACION DE SOLUCIONES ••••••••••••••••••••• 

METODDS •••••••••••••••••••••••••••••• • •• • ••••• 

RESULTADOS 

DISCUSION DE RESULIADDS 

CONCLUSIONES 

BHlLIUGHAFIA 

PAG. 

1 

3 

3 

4 

5 

6 

6 

11 

13 

15 

19 

20 

22 

22 

23 

<:'.6 

27 

37 

52 

58 

60 



- 1 -

INTRDDUCCION. 

1.- ANTECEDENTES: 

A partir del descubrimiento de Toxoplasma gondii en 1908 (1), 

se fue obteniendo informaci6n bibliográfica con respecto a su 

biología, cada vez más abundante. Pero a partir de los traba­

jos de Wolf y Cohen (2), quienes encontraron al parásito en -

un ni~o con meningoencefslitis el interés en el protozoario 

fue extraordinario y la bibliogra~ía deriv6 a aspectos clíni­

cos, y consecuentemente loa investigadores del·tema se dedic!!_ 

ron a la búsqueda de métodos de diagn6stico y así, en 1937 se 

conoci6 la técnica aerol6gica de Fijaci6n de complemento (FC) 

(3). En 1948 Sabin y Feldman (4) describieron la prueba del 

colorante o azul de metileno CÓT) la cual se lleg6 a conaid~ 

rar, incluyendo sus diversas modificaciones (5), como una -­

prueba específica en el diagn6stico de la toxoplasmosia. Del!_ 

puéa se conocieron las pruebas de Hemaglutinaci6n indirecta 

(HA!) de Jacobs y Lunde (6) y sus modificaciones (7,8,9,10). 

Los adelantos e.n el conocimiento de la toxoplaamosia permi ti~ 

ron demostrar que la. infecci6nT en la mayoría de los casoa es 

asintomática., que. gran parte.de. la poblaci6n mundial, en las 

investigaciones epidemiol6gicas presenta anticuerpos contra 

Toxoplasma gondii (1), lo cual hizo que el diagn6stico de la 

enfermedad fuera más difícil, puesto que una prueba serol6g2:_ 

ca positiva podría considerarse como infecci6n pasada o reciente. 
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La mayaría de las pruebas señaladas detectan particularmente, ª.!:!. 

ticuerpos de la clase IgG, con .excepci6n de las pruebas de FC, IF 

(inmunafluarescencia) y ELISA que identifican snticuerpaa del t.!_ 

po IgM (11,12). 

A través de las años las médicos han ida encontrando csda vez m~ 

yores problemas para interpretar los resultados obtenidas en el 

laboratorio clínico; sin. embargo con las avances en el canacimie.!:!_ 

ta de la inmunología y. particularmente de la respuesta inmune en 

la toxaplasmasis, se han logrado nuevas pruebas que permiten dif!!. 

ranciar hasta cierta punta, la infecci6n crónica o latente, de la 

infección aguda, mediante la detección por separada de las inmun.E_ 

glabulinas IgG e IgM; entre otrE!s está la prueba de la inmunaflu.E_ 

resqencia indirecta (IF) (11),. que detecta tanto IgG cama IgM, -­

aunque hay que considerar falsas. ri;iacciones pasi ti vas ocasionadas 

por la presencia de anticuerpos antinucleares y factor reumatoide 

en pacientes c 0n enfermedades. autainmunea (13,14). La prueba de -

E LISA (15, 16) que preE!enta .. una. correlaci6n con la prueba de DT m~ 

yor del 90% (17) ,. aunque también. interfieren en dicha prueba ant.!_ 

cuerpos antinuclearea y factor reumatoide. 

Actualmente se acepta en el laboratorio clínica, que las técnicas 

que detectan particularmente IgM, cama las mencionadas, permiten 

diagnosticar infección aguda, coma la demostra~an Remingtan et al(17). 

A partir de las traoajas de Van Knapen y Psngabeun (18), la ate!!_ 

ción se ha encaminada a la demostración de antígena circulante --
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que afina más el diagn6stico de toxoplasmosis activa v existen 

varias métodos que detectan este antígeno circulante como san 

inmunoelectroforesis (IEF), inmunodifusi6n en gel y ELISA (20,21). 

Por otra parte en el año de 1984 (22) ae emplearon Staphylacoccus 

~ para detectar anticuerpos de Toxoplasma gondii. 

Por los datos presentadas, concluimos que el diagn6stico de la­

boratorio de toxaplasmosis activa es de vital importancia para 

el tratamiento y pron6s~ico de pacientes, principalmente muje­

res embarazadas en las que. el futuro del producto del embaraza 

puede resultar fatal o de secuelas graves. 

2.- GENERALIDADES: 

Taxoplesma ~n~~~ es un protozoario cosmopolita, descubierta en 

1908 en un roedor del desierto, Ctenadactylus gundi, en el Ins­

tituto Pasteur en T~nez, actualmente la cepa ae conserva en dl_ 

cho Instituto. Desde entonces el parásito ha sida encontrado en 

casi todos loa países del mundo en muchas especies de carnívoros, 

insectívoras, roedores, .. cerdolii, 'herbívoros, primates y atrae m.!!_ 

míferos, así cama en aves (1). 

2.1. CLASIFICACION: (23) 

Phylum: Protozos 

Subphylum; Apicamplexa 

Clase: Sporozoa 

Subclase: Coccidia 
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Orden: Eucoccidia 

Suborden: Eimeriina 

Familia: Sarcocystidae 

Subfamilia: Toxoplasmatinae 

Género: Toxoplasma 

Especie: gondii 

2.2. MDRFDLOGIA: 

Es un parásito intracelular. estricto, de. amplie distribución 

geográfica, con un ciclo. aexual .. estenoxeno en félidos y un -

ciclo asexual eurixeno en mamíferos y aves. 

Trofozoi to: Tiene aspecto. falciforme o de arco; de 3 a 7 mi­

crómetros de largo~or 1 a 2.micrómetros de ancho. En su ex­

tremo anterior presenta un complejo apical formado por un -

anillo polar, un conoide estructura que tiene forma de un ca 

no truncado, conatituído por fibras eapiriladaa; una serie -

de 22 microtúbuloa.subpeliculares que recorren el cuerpo de!!_ 

de el anillo polar has.ta dos terceras partes (23). Tiene ad~ 

más, de 2 a 7 cuerpos en forma de.clava, densos al microsco­

pio electrónico llamados roptriss, .. conocidos en un principio 

como toxonemaa, de. posición anterior; unas estructuras cilÍ.!:!_ 

dricas alargadas dEn1ominadas micronemas que se extienden ha 

cia atrás desde el extremo anterior del conoide y que junto 

con las roptrias es probable que tengan algún papel en el me 
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canismo de penetraci6n a las células del hospedero. El nú-

cleo, de tipo vesiculoso, está situado hacia la mitad del 

cuerpo; es esférica u aval v tiene en su interior un gran 

nucleala. Cerca del núcleo se encuentre el aparato de Golgi 

v varias mitacondrias. Repartida en el citoplasma se abse.E_ 

va el ret{culo endapláamico; ea frecuente observar unas gr!_ 

nulas densoa.canstituídas por lípidas; a veces se observa -

un micrapilo. En el extrema posterior hay otra anilla polar. 

Fig. na. 1 (23) 

2.3. ASPECTOS BIOLDGICOS: 

Toxaplasma gandii utiliza glucosa cama fuente de energía, la 

que es degradada por. is vis Em.den-Meyerhcf-Parnas. Posee un 

sistema de citocrcmas, una NAD .oxidase, produce catalasa v 

es sensible al cianuro (23). No sobrevive fuera del organis-

mo pero lo hace a -?D°C en glicerina al 10% en nitrógeno li 

quicio, resiste el. fenal al 5%.y el etaaol al 70% durante 10 

minutos. Muere a 55°C en cinco. minutos. Loa ooquiatea sobre­

viven a temperatura ambiente hasta un afta, pera pierden su -

viabilidad B soºc en 30 minutos V a 56°C durante 15 minutoa(23). 

Ea un parásito intracelular obligado capaz de parasitar un 

gran número de hospederos (mamíferos y aves) v no se le ha 

podido cultivar en medios artificiales; sin embargo, crece 

fácilmente en cultivos de tejidos de muchas estirpes celul~ 
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FIG. NO. 1 Trofozoito de Toxoplasma gondii 
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res; músculo y cartílago embrionsr~os, riñón de mono y con!:_ 

jo, macr6fegos humanos y de ratón, células HeLe, células V~ 

ro, fibroblestos de embri6n de pollo y otros (23). 

2.4. CICLO BIOLOGICD: 

Ciclo extreintestinel o asexual: Cuando los ooquistes, que 

miden de 11 e 14 micr6metros de. largo y de 9 e 11 micrómetros 

de ancho_son ingeridos por el hospedero (4 esporozoitos en 

c/esporoquiste por ooquiate), .los esporozoi tos en número de 8 

se liberen en el intestino delgado- En los gatos algunos de 

loe esporozoitos entren a las células epite1ieles y permane­

ciendo ahí inician el ciclo enteroepiteliel, mientras que 

otros penetren a le mucosa intestinal y por vía linfática y 

sanguínea, llegan e diversos tejidos invadiendo cualquier t,!. 

po de célula preferentemente mecrófagos. En hoapederoe dife­

rentes e loa felinos no existe desarrollo enteroepitelial, -

los esporozoi tos entran a la cé.lula y se reproducen por endE_ 

diogenie; los elementos resultantes invaden nuevas células 

reproduciéndose. muy. rápidamente por lo que se l.es ha denomi­

nado taquizoitos, qua forman ~grupos" de 8 a 16 parásitos -

los cueles desintegren a la céiula liberándose e infectando 

nuevas células. Fig. no. 2, Fig. no. 3 (1,23) 

Cuando le infecci6n se hace latente los trofozoitos que afee-



FIG. NO. 2 Esquema del proceso de multiplicación par endadiE._ 

genia en Toxaplasma_ gandii. 1.- Célula madre en estada de re­

pasa, 2.- Gemación del núcleo de la 'célula madre e iniciación 
1 

de la formación de daa trafozaitos hijos, J.- Gracimienta de 

las das trofazaitas hijos con formación del endasama en ambas 

células y lisis del núcleo materna, 4.- Desarrolla de los trE._ 

fozaitas por crecimiento, alargamiento anterior y maduración 

de sus núcleos, 5.- Ruptura de la célula madre y liberación -

de las trafazaitas, todavía unidos par SU parte mEdia, 6.- S~ 

parsción de las trofazoitas hijas, 7.- Trafozaitas en el citE._ 

plasma del macrófaga hospedero, a.- conoide, b.- núcleo del -

trafazaito, c.- núcleo de la célula madre, d.- núcleo del trE._ 

fazaita hija, e.- nucleala del trafazoita rijo, f.- restas de 

la célula madre. 

(Dibujas del Dr. Fernando de la Jara A., tomadas de la tesis 
del Q.8.P. Luis !sita S. Ref. 23). 



FIG. NO. 3 CICLO BIOLOGICO 
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tan cerebro, coraz6n y músculo esquelético se multiplican m.!:!_ 

cho más lentamente que en la fase aguda, por lo que reciben -

el nombre de bradizoitos que se acumulan en gran número dentro 

de las células hospederas. Conformeavanza la infecci6n inducen 

a la célula hospedera a formar una pared delgada alrededor de 

ella, dando lugar a loa llamados quistes o zoitoquistes (Fren­

kel., 1973). 

Cicla enteroepi telial o sexual: Es iniciado cuando loa gatos in. 

gieren quietes, ooquiatea u ocasional.mente taquizoitoa. Otro 

posible mecanismo de infecci6n epitel.ial es por migraci6n de 

trofozoitos extrainteatinales hacia el intestino. Dentro de la 

célula epitelial del intestino delgado o colon el parásito l.l._!!. 

ga s trofozoito y se prepara para la esquizogonia. El número -

de ciclos esquizogonios es variable, pero los gametocitoa son 

producidos de 3 a 15 días deopués de la lnfecci6n. Los trofo­

zoitos llegan al estado de gametocitos desarrollándose máa co­

múnmente en el íleon; de 2 a 4% de l.os gametocitos son mascu­

linos, produciendo cada uno 12 microgametos. Después de la ma­

dursci6n l.os gametos se unen dando lugar a un cigoto, este da 

finalmente un ooquiste inmaduro que es expulsado junto con laa 

hece1s al e1xterior., donde .maduran en. el término de cinco días 

parque requieren de oxígeno para esporular (Frenkel et al,1970) 

tr~nsformándose en el ooquiste infectante, constituído por dos 

eeporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno. Los ooquistes 
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pueden permanecer infectivos hasta por un año (Olsen, 1974). 

Fig. no. 3 (1,23) 

l:' .5. PATOGENIA: 

Le toxopleemosis clínica es ra~a aún en viata del hecho de 

que los anticuerpos contra toxoplaama eatán presentes en ls 

mayoría de loa humanos. Muchos factores influyen este fen6m,g_ 

no como so·n: le virulencia de le cepa de toxoplasma, le sus­

ceptibilidad individual, le de lea especies y la. edad del, 

hospedero así como el grado de inmunidad del mismo (1,23,24). 

Las infecciones asintomáticas pueden llegar a ser fulminan­

tes si se administran férmccas inmunoaupreaorea o cuando el 

individuo está inmunocomprometido. 

Lea infecciones aintomáticaa pueden ser claaificadaa en agu­

das, aubagudea y latentes. En lea infecciones agudas el in­

testino ea el primer aitio.de.infecci6n, posteriormente .se 

infectan loa nódulos. linfáticos mesentéricos y el parénqui­

ma del hígado., ahí hay. una rápida. regeneraci6n de células y 

se ejecuta una secreción preliminar de los parásitos. Loa -

síntomas más comunes de la taxoplaamosis aguda son dolar -­

óseo, inflamaci6n de los nódulos linfáticos cervicales, su­

praclaviculares y de la regi6n.inguinal; estos síntomas p~ 

den estar asociadas can fiebre, dolor de cabeza, dolar mus-
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cular, anemia y algunas veces complicaciones pulmonares, di­

cho síndrome puede ser.confundido con.influenza. Esta infec­

ci6n puede raramente .causar la muerte •. Si la inmunidad se d~ 

sarrolla.lentamente.laa condiciones.clínicas pueden aer pro­

longadas, y entonces la infecci6n se llama subaguda. 

En la infecci6n.subaguda lea condiciones patoglnicaa eat~n 

extendidas el daño puede aer mayor en el SNC que en otros -

órganos, debido e la baja competencia inmunológica en estos 

tejidos. 

Infección latente: resulta cuando la inmunidad eficiente di!!_ 

minuye la proli~eraci6n de taquizoitos, esto coincide con la 

formación de quiatea; estos pueden permanecer intactos por 

añoa sin producir efectos clínicos, ocasionalmente la ruptu­

ra de la pared del quiste libere brsdizoitoa, la mayoría de 

ellas serán muertos par las anticuerpos y complementa y alg.!:!_ 

nos formarán nuevas quistes • 

La muerte de loa bradizoitas en el cerebro estimula una rea.E'._ 

ción inflamatoria de hiperaenaibilidad formándose n6dulaa de 

células glía. Si se formen muchos nódulos el hospedera puede 

deaerrallar síntomas de encefalitis crónica can paréliais e_!! 

~áatica en algunas casca. Las infecciones repetidas en célu­

las de la retina pueden romperla y causar ceguera. Otros t.!_ 

pos de patología san miocarditis can daña permanente en el -

corazón y neumonía (1,24,25). 
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2.5.1. Infecci6n congénita: 

La infecci6n toxoplasm6sica prenatal únicamente tiene lugar 

cuando una mujer contrae esta parasitoais por primera vez sn el 

embarazo ( 1, 23). 

Toxoplasms gonriii_, a semejanza de .. lo que sucede con otros 

agentes de enfermedades. infecciosas, solo puede invadir el 

fruto después de la finslizaci6n de la placentación y por lo 

tanto, también de la organogénesis. Para que este. hecho ocu­

rra, se considera necesaria la existencia de una parasitemia 

fen6meno relacionado con la primoinfecci6n (26,27). 

El riesgo fet~l es mayor cuando la.madre adquiere la infección 

durante el segundo y tercer trimestre de la gestaci6n, como -

resultado de dicha infecci6n pue_de haber eborto, óbito o nac.!._ 

miento con malformaciones como son: microcefalia, macrocefa­

lia, hidrocefalia y calcificacionea cerebrales, en el mejor 

de los casos manifestaciones tardías como retraso mental y 

ceguera ( 26, 27). 

Los daños en el feto como consecuencia de la primoinfección 

mstern.s están condicionados por los siguientes factores: 

1) Masividad de la infección y virulencia de los pa­

rásitos. 

2) Capacidad de defensa de la madre. 

3) Tiempo de incubación fetal. 

4) Factores inmunológicos fetales. 

5) Momento de la invsei6n del feto con relsci6n al 

parto. 
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De lo anterior expuesto surge que la infección de la madre 

no es seguida indefectiblemente por la del niño y que, también 

la gravedad de las lesiones puede ser variable. Actualmente se 

acepta que cualquiera que aea el momento de la gestación en el 

cual ocurre la primoinfección dg la madre, a continuación pu~ 

de presentarse le invasión del. feto. De la primoinfección en 

el primer trimestre se derive un 16~ de fetos infectados de -

los cuales el 10% presenten lesiones graves, el 3% daños leves 

y el 3% no evidencían sintamatolagía alguna. Las primoinfecciE_ 

nea producidas en el segundo trimestre del embarazo provocan 

25% de infecciones fetales, las lesiones en el niño san res­

pectivamente 8% series, 6% leves y 11% asintomáticas. Las in-

fecciones maternas en el tercer trimestre se acompañan en un 

65% del ccmpramioa qel feto, con 0% de lesiones serias, 5% l!!. 

ves y 60% de infecciones asintomáticas (24,26.270. 

2.6. LA RESPUESTA INMUNE EN LA TOXOPLASMOSIS: 

Mucho se ha discutido aceres del. papel que juegan las snticu-

arpas en el procesa infeccioso, pues aunque pueden alcanzar -

títulos altos, los parásitas P.revalecen. viables en los quistes. 

También es un hecha conocido que ls .. infección ten ampliamente 

diseminada entre la población na produce enfermedad. Es evide.!]_ 

te que la inmunidad humoral .. tieoe una importante acción en el 

deaarrallc de la parasitasis. Al estudiar la relación entre -



- 12 -

el título de anticuerpos v las modificaciones que éstos pue­

den causar en la morfología de los toxoplssmss, se encontr6 

(Werner, 1963) que cuando los títulos sor bajos E~tre 1:4 y 

1:128 el parásito aún puede reproducirse; cuando el título se 

elev6 a 1:4 000 el número de parásitos disminuyó sensi.bleme.':!_ 

te y sl término de ls división endodiogénica, los parásitos 

quedan unidos sin separarse; ccando el título lleg6 a cifras 

de 1:16 ooq ó .más, ls mavnría de los parásitos se lisaron y 

sólo un pequeño grupo quedó en el interior de lss células 

parasitadas formando quistes (17}. 

Inmunidad mediada por células o macrófagos: es conocido que 

los eventos intracelulares que siguen a la fagocitosis del -

microorganismo son, la liberación de los productos metabóli­

cos y constituventes de lisosomas dentro de la vacuals Faga­

cítica y en la msyorí~ d• las veces hay destrucción y muerte 

de las microorqanismos .. Sin embargo ~iertas bacterias v pro­

tozoarios como T.gondii son capaces de vivir y.multiplicarse 

dentro del medio ambiente intrsceluler (24,28). Evidencias -

marfol6gices indican que loG toxoplasrnas ~ivos alteran la mem 

brana vacuoler fagocítica, la vacuole ~P rodea de retícula -

endopl§smico v rnitn~nndrias, esto puede estar relacionado im­

portanternente con la ausencia d~ fusi6n lisosomaJ. y el impe­

dimento de la liberaci6n de los componentes lisos~mRles. 
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En estudios con microscopía electr6nica se observ6 que en 

los mscr6fagos el 50% de los toxoplasmas eren destruidos 

v el 50% restante sobrevivían v seguían siendo capaces de 

reproducirse (28). 

Linfocitos: en experimentos donde se incubaban macr6fagos 

con linfocitos sensibilizados con T. gondii. a los cuales 

se les agregó antígeno de toxoplssms se observó que inhi­

bían o mataban al parásito a diferencia de los macr6fagos 

incubados con linfocitos no sensibilizados. Con esto se -

demuestra q~e la inmunidad a le infección, causada por e.!!!. 

te parásito intracelular esté mediada por células v que -

puede ser transferida por linfocitos de donadores inmuniz_!! 

dos (24). 

2.7. ESTRUCTURA ANTIGENICA: 

Toxoplasma gondii provoca une respuesta inmunol6gica medij! 

da por anticuerpos v células en loa hospederos. Existen un 

gran número de técnicas diferentes para medir la respuesta 

de anticuerpos hacia este parásito, sin embargo la natura­

leza de los entígenos hacia los cuales está dirigida esta 

respuesta permanece sin estar bien estudiada. Algunas de -

las investigaciones que se han hecho para examinar la ª.!!!. 
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tructura de T.gandii, han utilizado inmunaelectraforesis, 

inmunoelectratransferencia y electroforesis en paliacril_!! 

mida encontrando que algunos de las antígenos san recono­

cidos únicamente por anticuerpos del tipo IgM y otros por 

IgG (29,30,31,32,33). 

Hadman y Remington encontrarQn que los anticuerpos IgG e 

IgM reconocen 4 palipéptidos correspcndientes a un P.M. de 

43 000, 33 000, 27 000 y 21 000 daltons, los cuales están 

presentes en las fracciones enriquecidas de membranas (29). 

Existe considerable controversia aceres de la existencia 

de glicoproteínas coma principal componente de membrana. 

Hughes y colaboradores, en au trabaja experimental encon­

traron 11 antígenos: 9 de los cuales eran de naturaleza -

proteica y con un ~.M. de 10 oop a 324 000 daltons. Uno de 

los antígenos era una glicoprotéina de P.M. 139 000 y un P.E!. 

lisacérido con P.M. de 105 000 deltas, éste última muy di.!!_ 

cutido en su naturaleza par otros autores (30,31). Una al­

ternativa para estudiar los componentes antigénicos, es la 

producci6n de anticuerpos monoclonales dirigidos contra d_g_ 

terminantes antigánicos relevantes del parásito. Por medio 

de ellos se ha demostrado que los anticuerpos en la prueba 

del colorante reconocen antígenos de membrana, los cuales 

son proteínas. También por este método ee ha identificado 

un antígeno específico de la infección aguda denominado 6K 
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sin embarga, a~n ccando en anélisis de sueros de recién 

nacidos se detecten anticuerpos IgG dirigidas contra el 

antígena 6K, na hay presencie de anticuerpos IgM contra 

el misma. La naturaleza del antígena 6K es glicoprateics 

y parece estar asociada can la membrana del protozoario 

(32). 

2.8. METODDS DE DIAGNOSTICO: 

Tradicionalmente se han utilizada diversas pruebas inmunes.!!_ 

ral6gicss para el diagn6stica de taxaplssmasis, así cama -

pare conocer la prevalencia de ls enfermedad. 

En el disgn6stica de taxaplssmasis se planteen varias sl:_ 

tuscianes clínicas y se treta de averiguar si la expasici6n 

con Toxaplasma gandii es previa, actual a persistente. 

La determinsci6n de anticuerpos sntitaxaplasma con fines 

de diagnóstica se hs realizada mediante el empleo de muy 

diversas técnicas: Fijsci6n de complementa propuesta par 

Nicolau y Revela (1937), Hemaglutinaci6n indirecta (HAI) 

de Jscobs y Lunde (1957, Precipitsci6n por 0'Connor(1957) 

Prueba de aglutinaci6r. indirecta de Fultan y Turk (1959), 

prueba de Colorante de Sabin y Feldman (1948), Inmunoflu.E_ 

rescencia de Goldman (1957) y ELISA de Walls (1977),(3,4, 

6,11,12)• 
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Recientementeñ se ha investigado la detecci6n de antíge­

nos circulantes de T.gondii en la sangre de sujetos infeE_ 

tados con fines diagn6sticos. Psra ls demostrsci6n de ª.!:!. 

tígenos circulantes se han utilizado varias pruebes: Inm.!:!_ 

nodifusi6n en gel, Inmunoelectroforesis, ELISA y última­

mente se he empleado CoaglutJ.neci6n y HAI. 

COAGLUTINACION: 

La coaglutineci6n es una técnica que ae utiliza como so­

porte de los anticuerpos Staphylococcus ~- Le mayo­

ría de laa cepas de S.aureua tienen como principal compE_ 

nente en au pared celular a la Proteína A (34,35). 

No eet§ muy clara le correlaci6n entre su presencia y eu 

patogenicided "in vivo". La proteína eet§ covalentemente 

unida e la parte de les pép~idos glucanas de la pared c~ 

luler. 

Existe una marcada vsriaci6n entre la cantidad de prote,!_ 

ne A sintetizada por la mayoría de laa cepas de S.aureus. 

Une de las cepas mejor productoras es la Cowen I (ATCC-

12598, NCTC-8530).~e cepa Wood no produce proteína A. 

Propiedades fisicoquímices de le proteína A: 

Le principal característica de la proteína A ea su extr~ 

ordinaria afinidad por les inmunoglobulines, notablemen­

te le IgG. Esta propiedad ten útil e interesante he sido 



- 17 -

ampliamente explotada en técnicas inmunol6gicas. La prote_i 

na A es una cadena única de polipéptidos de un P.M. de -

42 000 y contiene poco o nada de carbohidratos, su abaor-

ci6n al 1% y 27~ nm es de 1.65 y la molécula contiene 4 -

residuos de tiroaina y nada de tript6fano; es fácilmente 

radioionizada, su punto isoel~ctríco es de 5.1 (36). 

Existen 3 regiones altamente hom6logas a la uni6n con la 

fracci6n Fe de la inmunoglobulinas, sonsiatente en más de 

50 aminoácidos. La molécula es muy estable al calor y sg~n 

tes desnaturalizantes, y la uni6n con IgG persiste des-­

pués de tratamiento con Urea 4M, tiocianato 4M, "ácido pH 

2.5 e hidrocloruro de guanidina 6M (36). 

En la molécula intacto hay por lo menos dos sities sccesi_ 

bles para unirse con IgG y ~a uni6n es una fracci6n Fe de 

la cadena gama, la presencia de bajas concentraciones de 

detergentes no i6nicos,no afecta la uni6n.~a afinidad 

constante de IgG humana o de conejo es aproximadamente 

108 /mol. La uni6n ·de IgG a proteína A activa complemento 

pero no hay relaci6n entre la habilidad de una IgG para -

unirse a proteína A y su habilidad para fijar complemento 

(36). 

La principal inmuncglcbulina que se une a la proteína A 

es la IgG y_la afinidad de subespecie de IgG humane es -

IgG 1 , IgG
2 

e IgG 4 , además IgA2 algunas subclases de IgM 
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se unen fuertemente, mientras que IgG
3 

no se une el igual 

que IgA 1 (36). 

Le interecci6n de inmunocomplejos es extremadamente rápida 

ocurriendo en segundos, mientras que la uni6n de IgG libre 

es más lente. Además le uni6n de entigenos acomplejados no 

ee desplaza del absorbente ni por grandes cantidades de -

IgG normal o IgG libre. 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA BUSQUEDA DE ANTIGENOS 

Esta técnica utiliza como soporte pare los anticuerpos 

eritrocitos de carnero, los cuales se recubren de er.ticu­

erpos mediante tratamiento con cloruro cr6mico. Al poner 

en contacto el complejo eritr~citos de carnero- anticuer­

pos en presencie de Toxoplssma gondii se presenta la res.E_ 

ci'on de Hemaglutinsci6n (38). 
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FUNDAMENTO DE LA ELECCION DEL TEMA 

Se han utilizado diversas pruebas aerolágicaa para el diagnó.a. 

tico de la toxoplasmoaia. La prueba de Sabin y Feldman (prue­

ba del colorante azul de metileno) ea la máa aceptada debido 

a su especificidad y sensibilidad, pera es muy subjetiva ade­

más de que se requiere mucho tiempo v es potencialmente pelig_!:o 

saya que usa toxoplasmas vivos (4). La prueba de Inmunafluore~ 

cencia indirecta (IF) ea ampliamente utilizada para el serodia_g_ 

nóstico concuerda bien con la prueba del colorante, pero ne-

cesita de mucho tiempo y requiere para su interpretación de una 

persona experta, además de que resulta costosa su realización 

(11). Para vencer estas dificultades, se ha ensayado la prepa­

ración de antígenos solubles en varios sistemas de prueba ta­

les como Fijación de Complemento Fe°, Hemaglutinación indirec­

ta (2 ,6,? ,8,9,10) y recientemente estas preparaciones de anti_ 

genes se han empleado en la prueba de ELISA , un sistema de 

ensayo sencilla, rápido, objetiva y adecuado para automatiza­

ción; su 6nica desventaja es que es una determinación costosa. 

Todas esta pruebas son usadas pera d~tección de anticuerpos -

específicos del tipo IgG y sabemos que el nivel de éstos ea a_!. 

to par largo tiempo incluso hasta años, lo que no discrimina -

ehtre una infección aguda y una latente. Aparte existen técni­

cas pare la detección de IgM, tales coma IgM.IF e IgM-ELISA; -

en la primera Camargo sugiere que su uso está limitada única­

mente en el diagnóstico de toxoplasmasis congénita en niños re 
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cién nacidos (13,14). La IgM-ELISA es una determinaci6r aplic.!!_ 

ble solamente en adultos porque el antígeno para el cual ea e_!! 

pecífica la IgM se presenta en esta edad (32). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La toxoplaemoais es una infección que puede evolucionar en fo.!:_ 

ma grave, a veces mortal o bien en forma subclínice y aún asi!!_ 

tomátics. El estudio serol6gico más comúnmente usado es la -­

búsqueda de anticuerpos, pero los niveles altos de los mismos 

no nos discriminan entre una fase aguda y una latente, porqúe 

ambas fases los presentan. Es importante distinguir entre las 

das fases porque el tratamiento sólo, es efectivo en la fase -
1 

aguda, y sólo en esta fase una mujer embarazada que ls presen-

te tendrá un niño toxoplesmoso (2,27). 

El diagn6stica clínica en laboratorio de la taxaplssmasis agu­

da ha sido principalmente suxilisds por la detección de anti-

cuerpos IgM y recientemente se ha incrementada la atención h.!!_ 

cia la detección de antígenos de toxoplasma en la sangre de su 

jetas infectadas 

En esta tesis se probarán dos técnicas: Caaglutinaci6n utili­

zando Staphylococcua ~ como soporte y Hemaglutinación i!!_ 

directa con eritrocitoE de carnera como soporte para los ant.!_ 

cuerpos, como métodos alternativos, y par medio de las cuales 
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se hará la búsqueda de antígenos libres (circulantes) de Toxa­

plaama gandii. 



- 22 -

OBJETIVOS: 

1.- Obtención de sueros hiperinmunes, y acoplarlos en eritroc!_ 

tos de carnero y en Staphylococcus aureua. 

2.- Estandarización de cada técnica determinando la concentra­

ción óptima de los antígenos para obtener la sensibilidad 

de las técnicas. 

3.- Utilización de las técnicas de Coaglutinación y Hemagluti­

nación indirecta para establecer el diagnóstico conFirmat!_ 

va de toxoplaamoaia aguda. 

4.- DiFusión de estas técnicas de diagnóstico de toxoplaamoaia 

como medida preventiva para establecer un buen diagnóstico 

y tratamiento. 

HIPOTESIS: 

Si únicamente en la Fase aguda de la inFección existe proliFer!!_ 

ción activa de los toxoplasmas y por ende liberación de los an­

tígenos circulantes, entonces el empleo de las técnicas de Coa­

glutinación y Hemaglutinacián indirecta para detectarlos, nos 

darán un diagnóstico oportuno de toxoplasmosis aguda. 
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MATERIAL V METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO: 

Ratones cepa CDW-1 de 20-22g 

Toxoplaama gondii cepa RH 

Conejos blancos Nueva Zelanda de 4-5Kg de peso 

Staphylococcus ~ cepa NCTC-8530 

Eritrocitos de carnero en alsever 

Albúmina sérica bovina comercial 

REACTIVOS: 

Solución salina 0.85% 

Fenal 5% 

Solución fosfato salina amortiguad~ (PBS) pH=7.2, 7.3, 7.0 

Tartrato de sodio y potasio grado reactivo 

Sulfato cúprico greda reactivo 

Cloruro crómico 0.01% grado reactivo 

Dextrosa grado reactiva 

Citrato de sodio dihidratado grado reactivo 

_Acido cítrico hidratada grado reactivo 

Agar Muller-Hinton 

Azide de Sodio grado reactivo 

Solucion saturada de ácido pícrico 

Agar nutritivo 

Colorante negro Sudán 



Agua destilada 

Agua deaionizada 

MATERIAL: 
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Jeringas de 1ml, 5 ml, 10ml 

Agujas no. 22x32, 21x32 y 16x25 

Cubreobjetos de 1Bx1B mm del no. 1 

Pinzas de disecci6n 

Cubre bocas 

Guantes de látex para cirujano 

Mechero Fisher 

Matraces de Erlenmeyer de 100, 250, 500 y 1000ml 

Tubos de ensaye de 13x10C mm 

Pipetas Pasteur de vástago e orto 

Pipetas graduadas de 1,2,5 y 10m1 

Cámara de Neubauer 

Vaaos de precipitados de 100, 250, 500 y 1000ml 

Gradillas 

Term6metro de -10 a 1BÓCC 

Gasa 

Algod6n 

Pipetas aut6maticas de 2.5 y 100 microli tras 

Placas microhemaglutinacián de poliestireno 

M!crodilutorea de 25 microlitros 
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EQUIPO: 

Microscopio binocular ZEISS West Germar.y 46 40 22-9901 

Certrífuga clínica Sol-Bat Mod. ~-12 

Sonicador Biosonick sonicator W-370 

Agitador Vortex Mod. K-22 

Autoc~ave PRESTO MDD. 854 

Baño Maria CHROMALDX CHR 22 227 

Balanza analítica MEl 1 LER Tipc HG dig •• Cap. 160g no. 188009 
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PREPARACIDN DE SOLUt.;IONES: 

CLORURO CHUMICU: CONCENTRACIUN D.~~ 

Pesar un gramo da cl.aruro crómico (CrCl3 ) y disolverlo en 

1000 ml de solución salina D.65%. El pH se debe ajustar tres 

veces en una semana a pH=5 o· tres veces en tres semanas. 

SDLUCION AMDRT IGUADORA DE FOSFATUS pH = ? • 3 

NaCl 

Na~HPD 4 • ?H2 ) 

NaH2Po 4 .H2 D 

?.01 gramos 

4.8.3 11 

0.62 11 

AForar a 1000 ml con egua destilada. 

SB[UCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PM= 7.2 

NaCl 8.00 gramos 

KCl 0.2 

Na 2HP0
4 

1.~5 

KH
2

P0 4 0.2 

AForar a 1000 ml con agua destilada. 
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METODOS: 

PREPARACION DE ANTIGENO PARTICULADO 

El antígena perticulada de T. gandii se preparó con tequizaitas 

obtenidas de exudado peritaneel de ratón infecta~g das días ª.!:!. 

tes can T. gandii cepa RH. El exudada fue lavada tres veces can 

solución salina y tratadas can PEE farmeleda el 1% par tres hE_ 

rea y nuevamente lavada can solución salina y ajustado en cé"'!!.. 

RA DE Newbeuer a une concentración final de 15x107 taxaplaamas 

par 0.5 ml de solución salina. (37) 

PREPARACION DE ANTIGENO SOLUBLE: 

El antígena soluble de T. gandii fue preparada usando taquizo.!_ 

toa obtenidas de la misma manare que el punto anterior. El ex.!:!_ 

dado ee pesó e través de une aguja no. 26 para liberar a los -

taquizoitos que aún permanecían dentro de las macrófagos; se -

centrifugó e continuación a 400 rpm durante 10 minutos para co.!:!_ 

centrarlas. Se lavaron tres veces con solución salina, se tra-

taran por congelación y descongelación y después se sonicaron 

e tres pulsas por 30 minutos e intervalo de 2 minutas cede uno. 

El sonicado se centrifugó a 6000 rpm por una hora, el batán fo.E. 

medo ae desechó y al sobrenadente se le determinaron proteínas 

por Lowry (39). 
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ANTICUERPOS CONTRA T.GONDII: 

Los anticuerpos c Ontra T .gondii fueron obtenidos de conejos --­

blancos Nueva Zelanda de 3 Kg de peso. La inmunizació~ inicial 

se realizó con inmunización intravenosa de 0.5 ml de antígeno Pª.!.. 

ticulado, a los tres días otra inoculación de o.5 ml, después a 

los custro días otra vez siguiéndose este modelo por espacia de 

un mes. Diez días después de le última inoculaci6n con antígeno 

psrtículado, se retó sl conejo con 10 000 toxoplasw.as vivon por 

vía subcutánea; se aacr:Lficá al animal 30 ºdías más tarde, p:rese.!:!_ 

tanda un título de anticuerpos de 1: 128 000 por HAI. EL suero 

se precipitó con solución de sulfato de amonio al 33%, se dial.!_ 

zó contra solución calina durante tres días; se le determinó -

proteínas obteniendo una conc.entraciJm de 16 'mg/ml en aoluci6n 

salina. 

INMUNOELECTROFORESIS: 

Se realizó la inmunoelectroforeais según Cawley (40,41), colo­

cando extracto crudo de antígeno soluble de T. gondii, contra 

diferentes concentraciones de anticuerpos, para observar los d.!_ 

ferentes tipos de antígenos cierculsntes reconocidos por nues­

tros sueros hiperinmunea. 

CONTRAINMUNOELECTROFDRESIS: 

En esta técnica se utilizaron los miamos sueros y antígena que 
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en el experimento anterior, simultáneamente con el mismo (40 1 41). 

INFECCION EXPERIMENTAL EN CONE305 

A dos conejos blancos Nueva Zelanda, se les inocul6 intramusc.!:! 

larmen~e 1000 toxoplaamaa vivos en 0.5 ml de aoluci6n salina 

0.65% estéril, les fue tomada una muestra de sangre previa a -

la inoculación y presentaron un título de anticuerpos negati­

vos (contra T. gondii), requ<.s ita indispensable para ser utill:. 

zedas en el experimento. 

Para comprobar la parasitemia en los animales infectados, se -

inocularon tres ratones por conejo con 0.3 ml de sangre (por -

ratón) con cada una de las muestras, inmediatamente después de 

obtenida ésta. Los exudados peritoneales de los ratones se an~ 

lizaron cinco días deapuéa. 

La virulencia de la cepa se veri ficé: .inoculando cada exudado -

peritoneal en más ratonea.(0.3 ml por ratón). Loa exudados pe­

ritonealea de estos ratones se observaron a los tres <días. 

A ceda una de las muestras obtenidas se les determinó presencia 

de antígenos circulantes por Coaglutinaci6n y Hemaglutinaci6n­

indirecta. 
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DETERMINACION DE PHDTEINAS POR FOLIN (39) 

REACTIVO A: 

REACfIVO 8: 

REACTIVO C: 

REACfIVO U: 

TECNICA: 

Na2co3 al 2% más tartrato de sodio y potasio al 

0.02% en NaOH 0.1 N 

Cuso4 sl 0.5% en agua 

50 ml del reactivo A· más un ml del reactivo B. 

Reactiva de FOLIN-CICALTEAU sin diluir. 

Un mililitro de muestra problema (2.5 - 500 micragramoa/ml) más 

3ml del reactivo C. Dejar reposar diez minutos y adicionar 0.1ml 

del reactivo D. Dejar reposar 3a minu±os y leer a 600 nm. Leer 

contra blanco que lleva·1 mi de H~O destilada mástres ml del -

reactivo D. 

CURVA PATRON: 

50 mg/100 ml aproximadamente 500 microgramas/ml de albúmina s!_ 

rica bovina. Colocar: 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 O.? o.a 0.9 1.0 ml 
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TECNICA DE COAGLUTINACION (34,35) 

ESTABILIZACION DE S. aureua 

Staphylococcus ~ Cowan I NCTC-8530 

Si esta en agar nutritivo 

sembrar 5 cajas con AMH 

\ 
Si está liofilizada se 

resuspende en caldo n.!:!. 

tritivo e incubar a 

37CC/24 horas 

/ 
Se sembraron 15 cajas con agar Muller Hinton 

incubar a 37CC durante 24 horas 

¡ 
Cosechar 5m de PBS pH= 7.3 por cada caja 

Lavar 3 veces cor. el mismo PBS. 

Centrifugar a 3000 rpm 15 minutos y resu.!!_ 

pender al 10% P/V en PBS 

! 
Inactivar durante tres horas con formol al o.5% 

(o 1.5 horas con formol al 1.5%) sgi tanda cada 

15 minutos. l 
Lavar tres veces con PBS pH= 7.3 y resuspender 

al 10% con PBS PH= 7 3 
• 1 
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! 
Poner en un bafio mar!a de 80CG por 10 minutos 

previo calentamiento del matraz, seguidamente 

enfriar con agua de la llave. 

l 
Lavar tres vecea con PB.S- pH=?.3 y resuspender 

al 10% con el mismo PBS con azida de sodio al 

0.02% 
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SEN5I8ILIZACION DE Staphylococcus aureus (34,35,36) 

5taphylococcus ~ Antisuero específico 

estabilizado 0.1 ml 

/ 
Se incubó a 37CC por una hora 

con agitación ocasional 

¡ 
Lavar doa veces con P85 pH= 7.3 con 

azíde de sodio 0.02% a 3000 rpm por 10 min. 

¡ 
Resuspenderen P85 pH= 7.3 con azida de sodio 

a una concentración del 5% 

l 
Agregar una gota de cristal violeta 

al 1% y 

Reactivo coaglutinante. 
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ESTANDARIZACIDN DE LA TECNICA DE CDAGLUTINACION 

Para la estendarizeci6n de este técnica se emplearon plecas de 

microhemaglutinación, can laa cuales se realiza lo oiguiente. 

Del pozo no. 1 al 12 horizontal y de la letra A e la H vertical 

ee colocaron 25 microlitros de PEE pH=?.3. 

En le columna 1 (pozo 1A hasta 1H) se adicionaron 25 microli-­

tros de extracto crudo de T. gondii e cada pozo, se mezcla bien 

y se diluye 1:2, 1:4, 1:6 ••••••••• etc, en cede fila. 

Partiendo de le suspensi6n de estafilococos al 5%, se realizan 

en tubos de ensayo diluciones 1:2, 1:4, 1:6 •••• etc. 

Se adicione e le file A (1A hasta 12A) 25 microlitros de le d.!. 

luci6n 1:2 de le auepensi6n de estafilococos; a ls file 8 la -

dilución 1:4 y así sucesivaw.ente pare formar al sjedres. 

Se mezclan todos los pozos, se toman 25 microlitros de la mezcla 

ee colocan en un portaobjetos y se observa la aglutineci6n. 
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TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA 8USQUEDA DE ANTIGENOS 

1.- Se lavan los eritrocitos de carnero; puestos previamente en­
l 

soluci6n de alaever con no más de 15 días; con soluci6n sal.h 

na al 0.85% 3 veces. 

2.- Del bot6n resultante de la última centrifugaci6n se toman --

0.1 ml de eritrocitos y se mezclan con 0.1 ml de anticuerpos 

(concentraci6n 4 mg7ml) y después con 0.1 ml de cloruro cr6-

mico al 0.01% preparado en el momento (si ae desea preparar­

díaa antes de debe ajustar 3 veces en una semana 6 3 veces -

en 3 semanas a un pH de 5). 

3.- Va mezclados se agitan suevemente durante 10 minutos a temp~ 

ratura ambiente. 

4.- Después se lavan con solución salina al 0.85% una vez a 2000 

rpm x 5 minutos. 

5 •. - A conti nuaci6n se lavan dos veces con PBS pH•7. 2 y se resus­

penden en PBS a una concentraci6n final de 1%. 
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACIO~ INDIRECTA 

(BUSQUEDA DE AGS): 

Se sensibilizaron los eritrocitos de carnero con diferentes 

concentraciones de anticuerpos (0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8.Y 

10 mg/ml). A cada ccncentrsción de loe miemos se les realizó -

el ajedrea, pero en lugar de las diluciones 1:2, 1:4, •••• etc. 

de los anticuerpos, se ~tilizaron concentraciones al 0.5%, 1%, 

1.5% y 2% de la suspersión de eritrocitos sersibilizados. 

E~ esta estandarización se empleó PBS pH= 7.2. 

SUEROS HUMANUS 

Se eligieron 64 sueros bumanos el azar, 17 de los cuales fueron 

negativos y 47 fueron positivos por la técnica de Hemaglutina­

ci6n indirecta para búsqueda de anticuerpos. 

Loa 64 sueros se descomplementaron a 56CC por 30 minutos, antes 

de ser utilizados para la búsqueda de antígenos circulantes por 

coaglutinación y hemaglutinación indirecta. 
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RESULTADOS 

Los resultados se presentaran en forma de figuras, tablas y 

gráficas. 

FIG. NO. 4 INMUNO Y CONTRAINMUNOELECTRDFORESIS 

En las dos primeras placas se observa 

una banda de precipitaci6n, cuando se 

ua6 eatracto crudo de antígeno soluble 

de T. gondii (3mg/ml) y suero hiperinm. 

de conejo (placa 1: 17 mg/ml; placa 2: 

50 mg/ml). 

En la placa 3, se realiz6 contrainmun.E_ 

electroforesis con concentraciones de 

antígeno y suero iguales a la inmuno-

electroforesis. 
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FIG. NO. 5 TECNICA DE COAGLUTINACIDN 

En esta figura se presentan las testigos usadas 

en la técnica. A la izquierda se observa el te.!!_ 

tiga negativa (suero de coneja t=O), a la dere­

c~a el testigo positiva (estracta cruda de anti_ 

gena.:!_solubles de T. gondii). 
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FIG. NO. 6 TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA 

(BUSQUEDA DE ANTIGENOS) 

En esta f'igura se presenta.·.una placa de microh~ 

mag1utinación en donde se muestran algunos sue-

ros humanos probados por esta técnica. 



- 40 -

CONEJO NO. 1 CONEJO NO. 2 

NO. DE FECHA PRUEBAS PRUEBAS 
MUESTRA CoA -1 HAI(Ags CoA 1 HAI (Ags) 

1 24/II/86 - 1 :8 - 1 :8 

2 26/II/86 - 1:8 - 1 :8 

3 27/II/86 - 1:8 - 1:8 

4 28/II/86 - 1:8 - 1:8 

5 3/III/86 - 1 :8 - 1:8 

6 4/III/86 - 1 :8 +d 1:16 

7 5/III/86 + d 1:16 + 1:16 

8 6/III/86 ++ 1:32 ++ 1:32 

9 10/III/81 + 1:16 

10 13/V/86 - 1:8 

TABLA NO. 1 Resultados de la toxoplasmosis en conejos. 

d= d~bil positivo 

Al conejo no. 1 se-le tomaron 8 muestras de sangre, 

murió el 9/III/86 • 

Resultados de la toxoplasmosis causada experimentalmente 

en 2 conejos, el título de anticuerpos fue determinado -

únicaw-ente el 1er. día (t=O) cuyo título fue negativo y al 

80. día con título de 1:4096. 
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TITULO FRECUENCIA iJbFRECUENCIA 

DE AGS. DE CASOS ACUMULADA 

NEG. 4 6.25 

1:2 7 17.18 

1:4 12· 35.93 

1 :8 14 57.81 

1:16 14 79.68 

1:32 B 92.18 

1:64 4 98.43 

1:128 1 
' 

100.00 

TABLA. NO. 2 Resultadas de le pruebe 

de HAI(B~squeda de.Ags.). En 64. sueros 

humenos~.notend~~ue. los títulos de -­

antígenos circulantes ven desde 1:16 -

hasta 1: 128 .• 

Testigo negativo se tom6 al suero del 

conejo al t=D. 

Testigo poeitiv~ se.tom6. al antígeno 

puro de toxoplasma y al suero de conejo 

al Be. día de infectado experimentalmente. 
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1:2 1:4 1:8 1:16 1:32.llG-~ 1:128 1:256 
TITULO DE AGS (HAI) 

GRAFICA NO. 1 Resultad.os de la prueba de HAI (Búsqueda 

de Ags). Se representan los 6!¡ sueros de pacientes con 

título de anticuerpos por HAI y los resultados obtenidos 

por HAI (Búsqueda de antígenos). 



100 
en 
~ 90 
u 
en 80 
o _, 
~70. 

ex: 
~60· _, 
~50 
~ 
:=¡ 40 .. 
u 

"" ~30 
u 
LLl 
a:: 
..... 20 
LLl 
o 
>R 10 

o 

GRAFICA NO. 2 

- 44 -

1:2 1:4 1:1:1 1:16 1':321':64 1:128 
TITULO DE ANTIGENDS CHAI) 

Resultados e la prueba de HAI (Búsqueda de 

Aga). Esta gráfica nos muestra que más del 50% de los sue­

ros (64 pacientes) tienen un título menor o iguel a 1:8. -

En base a esto se tomaron como sueros negativos todos los 

que presentaran títulos semejantes. Se apoyó esta decisión 

en los resultados obtenidos con los sueros de los conejos 

Tabla no. 1. 
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TITULO DE CDAGLUTINACIDN HAI (Ags) 

ACS POR HA POS NEG POS NEG 

NEG 4 12 6 11 

1:2 o o o o 

1:4 o o o o 

1:8 o 1 o 1 

1:16 o 2 1 1 

1:32 o 1 o 1 

1:64 o 5 2 3 

1:128 o 3 o 3 

1:256 2 3 3 2 

1:512 4 8 5 7 

1: 1024 3 3 4 2 

1:2048 4 p 4 6 

1:4096 1 1 2 o 

TABLA NO .• 3 Resultadas de las pruebas de Caaglutinación 

y HA! (Búsqueda. de Ags). Dbservamoi;i que existe casi el mismo 

comportamiento para ambas t~cnicas, ya sea can título de anti-

cuerpos negativos coma positivas, aunque se detectan más posi­

tivos por HAI que pos caaglutineción. 
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GRAFICA NO. 3 Resultados dE! la prueba de Coa. (Caaglutinaci6n 

contra la prueba de HAI (BGsqueda de Aes) •. La separaci6n de los 

sueros negativos y positivos, nas .. muestra que los sueros pasi t.!_ 

vos se encuentran entre los títulos 1:128 y 1:2048. Se muestran 

64 sueros de pacientes. 
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-.-.-. POSITIVOS 

--- NEGATIVOS 

\ • '\ 
\ 

o.__.~~'-T-4.-r-&.-r--.--..+-...1o--__... 
1: 11. '''" ,, as• 1:101.¡ , :909¡, 

TITULO DE ACS CHA!) 

GRAFICA NO. 4 Resultados de la prueba de HA! (Búsqueda 

de Ags) qontra. la. prueba de .HA! .(Búsqueda de Aes). Aquí 

se observa que hay mayor sensibilidad de la prueba con 

respecto a.la prueba de Coaglutinaci6n presentada en la 

gr~fica no. 3. A títulas.bajas .. de Aes. de 1:9 hasta títulos 

de 1:4096 se encuentra el rango de.positivas para esta prueba 

lo que na ocurre en Coaglutinaci6n. Se rnues~ran 64 sueros 

de pacientes. 
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• ~, •••• ~E~A~L~TfN.fC!O~ ~NDfR~CIA._<~uspu~De ~E.AC;3) ••• sr .x~ * ••• c;A~L~T.IN,tiCIºrt 

X2 

"IEGATIVO 

POSITIVO 

Rgsu~tT i~EGAT!VO POSITIVO 
COL PCT I 
TOT PCT I O I 1 I 
--------I--------I--------I 

Q I 13 T 4 ¡ 
I 76.5 % 23.S I 
l 2o.3 22.2 I 
l 20.3 ! 6.3 I 

-I--------r--------I 
I 33 I 14 I 
I 70.2 I 2~.a I 
I 71.7 I 77.!l I 
I 51.6 ! 21.9 I 

-I--------I--------I 
COLUMN 46 18 

TOTAL 71.9 2'3.1 

1 OUT OF 4 ( 25.0%) OF T'iE 

qo;i 
TOTAL 

17 
26.6 

47 
73. 4 

64 
100.0 

MINIMUM EXPECTED CELL FREQUENCY = 
VALID CELLS HAVE EXPECTED CELL FREQUENCY LESS TYA"I 5.0. 1 

4. ?81 
~ITH 1 DEGREE OF fqEEDO~. SIGNrFICANCE O.S595 
~lTY j DEGREE OF fqEEDOM. SIGNIFICA~CE = 0.6229 

CORRECTED CHI SCUAqE = 0.031'4 
RAW CHI SQUARE = 0.24185 

TABLA NO. 4 PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X 2 PARA HEMAGLUTINACION INDIRECIA (BUSQUEDA DE 

ACS) CONTRA COAGLUTINACION~ 

Como 0.03134 < 3.841 (X 2 de tablas); si existe independencia entre las des p~uebas. Por 

lo tanto los títulos de los anticuerpos son independientes de la presencia de los anti-

genes circulantes determinados por coaglutinacián. 



X1 HEMAGLUT INACIDN INDIRECTA "(BUSQUEDA DE ACS) 9 y X 3 HAI (BUSQUEDA DE AGS) 
·-***** * * * * * * * * * * * * * * * * * ~ * * * • * * * * • * * * * • * * * . 

X1 
:-lEGATIVO 

POSITIVO 

COUNT I 
ROio/ PCT I 
COL PCT I 

X3 

TO T pe T I o r 1 r --------1--------I--------r O I 11 ! 6 I 
I 64.7 I 35.3 I 
I 29.7 I 22.2 I 
I 17.2 ::: 9.4 I 

-r--------I--------I 
I 26 I 21 I 
I 55.3 I 44.7 I 
I 70.3 I 77.8 I 
I 40.6 T 32.S I 

- I ------- - I ------- -r 
COLUMN 37 27 

TOTAL 57.g 42.2 

ROio/ 
TOTAL 

17 
26.6 

47 
73.4 

64 
100.0 

CORRECTED CHI SQUARE 
RA\<i CHI S::IUARE 

0.14525 w:TH 1 DEGqEE OF FqEEDOM. SIGNIFICANCE 
0.45101 WITH 1 DEG~EE OF FREEDOM. SIGNIFICANCE 

0.7002 
0.5019 

TABLA NO. 5 PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X2 PARA HAI ( BUSQUEDA DE ACS) CONTRA HA! (BUSQUEDA 

DE AGS). 

Como 0.14825 < 3.841 CX2 de tablas), si existe independencia entre las dos pruebas. 

Los títulos de los anticuerpos son independientes de la presencia de los antígenos cir 

culantes determinados por HA! (Búsqueda de Ags.). 



X2 .... ..... ;o:G;u:I~AC .. lDtJ .... * * * ..... * .. * * .. * • ..''! .. X~ ~AJ; ~su .. sC!1lE~A .. o~ A,,GS,) 

X3 

x2 
NEGATIVO 

POSITlVC 

COUNT l 
F.O~ PCT I 
COL ?CT I 
T OT P C T I O I 1 I --------¡--------!--------! O ! 35 ! 11 I 

! 76.1 ! 23.9 I 
I 94.6 ! 40.7 I 
I 54.7 ! 17.2 ! -¡--------!--------! 
! 2 ! 16 I 
I 11.1 ! 8~.9 I 
: 5.4 ! 5~.3 I 
I 3.1 ! 25.0 I -1--------1--------I 

CCLUM~ 37 27 
TOTAL 57.S 42.2 

'lOW 
TOTAL 

1 8 
28.1 

64 
100.0 

CORRECTED CHI SQUA~E 
RAw CHI SQUARE 

19.E1003 w!TH 1 DEGREE OF FREEDOM. 
22. 3045~ -•!T>l 1 OEGREE O• FREEDO..,. 

SIGNIFICAl-iCE 
SIGNI FIONCE 

lJ1 
Cl 

º·ºººº 1 O. 0'.JOD 

TABLA NO. 6 PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X
2 

PARA COAGLUTINACION CONTRA HAI (BUSQUEDA DE AGS). 

Como 19.81003 ~ 3.841 ( x2 de tablas ), no hay independencia, existe asociación entre 

J.ss dos pruebas. 
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iUNITS 4 
SO ATA Y 
SREAD 35 11 2 1~ 
$FACTOR X2 2:X3 2 
t~e~RX~=XGLC212l X3=Y.GLCf 1 1) 
SLINK L 
'SERROR P 
$FIT + X2 • X3 $ 

SCALED 
CYCLE OEVIANCE OF 

5 23.99 1 

$DISPLAY E $ 
EST:MATE 

1 3.281 
2 -0.93&3 
3 -0.3151 

SCALE PAR.AMETER 

$FIT + X2.X3$ 
SCALED 

CYCi...E DEVIANC:'. 
3 • 2493E-14 

$0ISPL;AY E $ 
ESTIMATE 

1 3.555 
2 -2.862 
3 -1.157 
4 3.237 

SCAL;E PARAMETER 

SENO 

s.". 
·J.1 azo 
0.2790 
o. 2 5 31 
T.Ai<E'I AS 

DF 
o 

S. E. o .1 691) 
0.7?6º 
J.345? 
0.5?57 
TA1<EN AS 

PA.RA"1ETER 
Y.G"1 
X2(2) 
X3C2) 
1. 000 

PA'!A"'ETE<> 
Y.GM 
X? C 2) 
X3C2l 
XZC2l.'OC2> 
1. 000 

TABLA NO. 7 PRUEBA DE LOGARITMOS PARA COAGLUTINACIDN CONTRA 

HAI (BUSQUEDA DE AGS). 

Esta prueba nas indica que la dependencia a asociación que 

existe en la tabla na. 6 entre las técnicas ahí mencionadas 

se encuentra en la celda (2,2). la cual corresponde a enea.!:!_ 

trar sueros positivas por la prueba de Caaglutinación. y es­

to misma implica que también serán positivas por la prueba 

de HAI (Búsqueda de Ags). 
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DISCUSIUN DE RESULTADOS 

En las placas de inmunoelectroforesis que se corrieron , se -

observa tan sólo una banda de precipitación para cada uno de 

los diferentes sueros probados contra el mismo estracto cruda 

de antígenos solubles. 

Esto podría deberse a que los anticuerpos con que se trabajó 

únicamente reconocen una fracción del estrecto crudo o que é!!_ 

te no ae separó lo suficiente y por lo tanto aálo se detecta 

una banda de precipitación. 

Los conejos a los cuales se lea provocó la infección aguda fu..!:!_ 

ron solamente dos, pero· los resultadbs obtenidos son muy valí.E_ 

sos, porque no dan una idea de como se comporta la enfermedad 

causada experimentalmente. 

Observamos que en la muestra tomada al inicio del experimento 

(t=O) no se detecta la presencia de anticuerpos ni de antíge­

nos, lo cuál es muy significativo. 

No se logró seguir el título de anticuerpos día con día porque 

no se con•aba con el kit para la prueba de HAI, pero vemos que 

las técnicas de Cosgiu•inación y Hemaglutinsción indirecta nus 

detectan antígenos positivos al ?o. día posterior sl inicio -
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de la inFección. 

La presencia de paresitemia en los conejos Fué positiva cuando 

ae tomó la muestra al séptimo día de iniciade la inFección, si 

ende también posit.iva le pruebe de antígenos el mismo día,esto 

nos hace suponer que sí existe una relación entre antígenos- -

circulantes positivos y parasitemia positiva en el conejo. 

La última muestra (no. 8) tanto para el conejo 1 como pare ei 

2, nos dan un título de anticuerpos mayor a 1:4 000, la prueba 

de Coaglutinación es positiva en +++, el título de antígenos -

por HAI es 1:32 y además se tiene parasitemia positiva. Con e_!! 

to .vemos que existe una relación entre título de anticuerpos 

elevado y presencia de antígenos circulantes en ambos conejos 

corroborado por la parasitemla. 

Uno de loa conejos murió de toxoplsamosis y el otro continuó 

vivo, e eate último se le tomó una muestra un mes más tarde y 

su títuio de anticuerpos Fue de 1:256, no detectándose antíge­

nos circulantes por ambas técnicas. Lo que nos sugiere que es­

te conejo está en la Fase latente de le inFección, sin embargo 

el por qué un conejo murió de toxoplssmoais y el otro llegó a 

la Fase latente de la enFermeded, es debido probablemente a la 

variabilidad biológica, ye que ambos siguieron el mismo trata­

miento, tenían el mismo peso, edad, etc., pero esto no podemos 
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asegurarlo totalmente porque hace falta un lote más grande de 

conejos y volver a repetir el experimento. 

Por el escaso número de conejos experimentados se tomaron los 

datos del experimEnto como un estudio piloto, en el cual se b.§!. 

aó la siguiente fase de la tesis. 

Una vez establecidos los testigos positivos (estracto crudo de 

toxoplasma y suero de los conejos al octavo. día) y los testi­

gos negativos (PBS y suero de los conejoE al t=O); se probaron 

64 sueros humanos to~ados al azar. Todos loa sueros fueron ti­

tulados con una prueba de hemaglutinación (prueba de referen­

cia) para búsqueda de anticuerpos, tomándose como positivo de.!!_ 

de el título 1:2 •• 

La obtención de an~!genoa positivos con título de anticuerpos 

negativos lo podriamos interpretar de dos formas: una que se 

estén detectando resultados .falsos positivos de embaa pruebas 

o que aún no ae detectan anticuerpos porque ea el inicio de la 

infección •• 

Para verificar la existencia de relación entre título de anti­

cuerpos alto y título de antígenos positivos, ae realizó un e1!_ 

tudio estadístico con ji-cuadrada, y se encontró que es inde­

pendiente el hallazgo de título de anticuerpos elevado y anti-
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genos circulantes positivos. Pero existe rel9ci6n entre los resu.!_ 

tadoa obtenidos en las dos técnicas para b6sqúeda· de antígenos -­

circulantes, dándose esta esociaci6n cuando se detectan títulos -

positivos en embaa técnicas, no así para loa negativos, ésto pue­

de deberse a que la técnica de HA! es más sensible y por lo tanto 

se reportarán más positivos que por la técnica de Coaglutinaci6n. 

La independencia de anticuerpos elevados y antígenos circulantes 

positivos puede ser debida s que la prueba de ref'eri:ncis utiliza­

da en esta tesis, detecta niveles de anticuerpos del tipo IgG,los 

cuales son característicos de la etspa latente de ls enf'ermedsd, 

en este etapa no existe prolif'eración activa de los toxoplasmas y 

por ende no hay antígenos circulantes detectables. 

Otras causas por las cuales puede disminuir la sensibilidad de -

las pruebas de búsqueda de antígenos circulantes puede deberse a 

la unión de antígenos a otras proteinsa del suero, a la f'ormación 

de complejos inmunes o a la degradación de los antígenos por pro­

teasss presentes en el suero. 

Psrs poder dif'erenciar entre la etapa aguda y latente de la enf'e.E_ 

medad, debe establecerse la relación que existe entre los antíge­

nos circulantes positivos y el tipo de inmunoglobulina detectada. 

Al inicio de la infección (etapa aguda), el sistema inmune del -
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hospedero elabora anticuerpos IgM dirigidas centra los componen­

tes de le superficie del parásito (antígenos de membrana), con t.f. 

tules máximos a las 14 días y can una duraci6n de aproximadamente 

3 meses. En le etapa latente, la respuesta inmune es desarrollada 

en respuesta e los antígenos liberados desp~és de la muerte y li­

sis de los toxoplesmes (antígenos ~alubles o intrecitoplasmáticae), 

y el anticuerpo formada es de tipo IgG princip !mente, (dos e CU!!_ 

tro semanas de iniciada le infecci6n) con títulos máximos e los -

3-4 meses y qué pueden permanecer elevados aún por años. 

Esta nas lleve e analizar el tipa de inmunaglabuline que detecta 

la prueba de HA! para búsqueda de anticuerpos. Esta pruebe recen.e_ 

ce anticuerpos del tipo IgG, debido al tipa de antígenos que se e,!l 

cuentren adheridas a los eritrocitos, el cual es soluble o intrac!_ 

toplasmático. 

Pare solventar este problema se debieran de haber utilizado mues­

tres de pacientes con taxoplasmosis active diagn6sticads por clí­

nica y/a por técnicas cama IgM-ELISA, IgM-IF a le pruebe del cola 

rente. Seguidamente se hubiesen corrido les pruebas de Caeglutin!!_ 

ci6n y Hemaglutinación indirecta para búsqueda de antígenos, y -

así e2 podría haber tenido una base mejor pare relacionar presen­

cia de antígenos positivas y taxoplasmosis sguds. 

Coma no tenemos estos datos na podemos establecer que las pruebes 
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de Coaglutinaci6n y Hemaglutinación indirecta para búsqueda de ª!!. 

tigenos circulantes, aunque den resultados positivos no detecten 

realmente la fase aguda de la infección. 

Podemos decir que con las técnicas de Cosglutinaci6n y Hernaglutin!!_ 

ci6n indirecta es posible detectar antígenos circulantes en sueros 

de pacientes humanos, con una sensibilidad de 0.1 mg/rnl. 

Para mejorar estas técnicas para búsqueda de antígenos circulantes 

es necesario hacerlas més especificas, para ello es importante la· 

purificación del antigeno más inmunogénico y más característico de 

la fase aguda de la infección, determinar su peso molecular, su ns 

turaleza: lipido, proteína, carbohidrato, etc., y sobre todo el ti 

pode anticuerpo IgM a usar se debe· purificar o producirlo corno un 

anticuerpo monoclonal. 
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CONCLUSIONES 

Es posible obtener sueros de conejos hiperimnunes, sensibilizar 

con ellos eritrocitos de carnero y Stsphylococcus aureus. 

Se logró estandarizar las técnicas·de Ccaglutinación y Hemaglu­

tinación indirecta , determinándose además su sensibilidad. 

Se cumplió con la hipótesis propuesta, porque se detectaron anti 

genes circulantes por ambas técnicas. 

Para que se determinara el estado agudo de la infección, tendrÍ.!:!_ 

mas que relacionar títulos altos o bajos de IgM, títulos altos o 

bajos de IgG y presencia de antígenos circulantes positiva, o ti 

tulo de IgG elevado o bajo y antígenos circulantes positivo. 

Si se tuviese cualquiera de los casos antes citados, se le daría 

o recomendaría dar tratamiento al paciente. 

Para mayor seguridad en el diagnóstico de toxoplasmosis aguda se 

recomienda hacer paralelamente la búsqueda de antígenos circula~ 

tes por cualquiera de las técnicas y búsqueda de anticuerpos del 

tipo IgM. 

Es recomendable continuar el estudio de estas técnicas para bús­

queda de antígenos porque son fáciles de hacer, de bajo costo y 
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reproducibles. 

Para aumentar la confiabilidad de ambas pruebas es necesario pur.!_ 

ficar los antígenos, estudiar y purificar los anticuerpos especi­

ficas o producir anticuerpos monoclonales para cada etapa de la -

infección. 

Se observd q~e estas pruebas reconocen antígenos de Trypanosoma 

~hasta un título de 1:32 • 



RESUMEN. 

El prop6sito de este trabajo fue el diseño de dos técnicas, 

Coaglutinaci6n y Hemaglutinaci6n indirecta para la detecci6n 

de antígenos circulantes de T.gondii en sueros humanos. 

Para ello se obtuvieron sueros hiperinmunes de conejos contra 

1.gondii, con estos sueros se.sensibilizaron eritrocitos de 

carnero (HA!) y 5.aureus (Cosglutinaci6n) y posteriormente se 

procedi6 a la estandarizaci6n de cada una de las técnicas. 

Con el fin de verificar el funcionamiento de ambas técnicas 

se realiz6 un estudio piloto, en el cual se caus6 la-toxopla!!_ 

mosis experimental en conejos y así se logr6 establecer la -

presencia de antígenos circulantes. 

A continuaci6n se trabaj6 con 64 s4eros humanos a los cuales 

previamente se les det~rmin6 el título de anticuerpos contra 

T.gondii por HAI. 

Se les aplicaron tanto Coaglutinaci6n como HA! y los result~ 

dos fueron que por las dos técnicas se pueden dete"ctar antí­

genos circulantes, siendo m~s sensible HAI ya que cuantifica 

D.1 mg/ml· • 
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