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Alegria

Come un lampo di vita
Alegria

Come un pazzo gridar
alegria

Del delittuoso grido
Bella ruggente pena,
Seren

Come la rabbia di amar
Alegria

Come un assalto di gioia

Alegria

| see a spark of life shining
Alegria

| hear a young minstrel sing
Alegria

Beautiful roaring scream

Of joy and sorrow,

So extreme

There is a love in me raging
Alegria

A joyous,

Magical feeling

Alegria

Come un lampo di vita
Alegria

Come un pazzo gridar
alegria

Del delittuoso grido
Bella ruggente pena,
Seren

Come la rabbia di amar
Alegria

Come un assalto di gioia

Del delittuoso grido
Bella ruggente pena,
Seren

Come la rabbia di amar
Alegria

Come un assalto di gioia

Alegria

Como la luz de la vida
Alegria

Como un payaso que grita
Alegria

Del estupendo grito

De la tristeza loca

Serena

Como la rabia de amar
Alegria

Como un asalto de felicidad
Del estupendo grito

De la tristeza loca

Serena

Como la rabia de amar
Alegria

Como un asalto de felicidad

There is a love in me raging

Alegria
A joyous magical feeling

Cirque Du Soleil, Alegria.



Just wild beat communication
ame ni utare nagara

iroasenai atsui omoi

karada-juu de tsutaetai yo tonight!

nureta sono kata wo
atatameru you ni daita
furuete'ru yubisaki wa

nani wo motomesama you no?

anata no manazashi mamoritai
kanashimi tsuyosa ni
kaeru ai wo shinjite

Just wild beat communication
ame ni utare nagara

iroasenai atsui omoi

karada-juu de tsutaetai yo tonight!

Gundam Wing“Just Communication”

Agua de Tabasco vengo

y agua de Tabasco voy.

De agua hermosa es mi abolengo;
y €s por eso que aqui estoy
dichoso con lo que tengo.

Fragmento del poema “Cuatro cantos en mi tierra”
Carlos Pellicer Camara
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Antes que nada a la Universidad Nacional Autbnoma de México que es como
mi segunda casa, porque ella me abrié sus puertas y me recibié cuando yo
llegue a esta ciudad, también a la Facultad de Quimica, ah!!! mi querida
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Hematologia), muchas gracias.

A mi asesor Abel Gutiérrez Ramos, que ademas de mostrarme el misterioso
mundo de los parasitos, fue mi guia en este trabajo, para poder conseguir mi
mas grande suefio de nifia e incluso un amigo que me apoyo en situacion muy
dolorosas y porque no un ejemplo a seguir, muchisimas gracias de todo
corazdn por su apoyo.

A mis queridos profesores que me mostraron realmente que no me habia
equivocada en estudiar eso, porque era una pasiéon que transmitian en cada
una de sus clases que hacian que anhelara siempre la siguiente y no fuera una
clase mas del montén, Alexandro Bonifaz (Micologia), Araceli Mendieta
(Hematologia), Luis Angel Maldonado (Bacteriologia), Perla Castafieda
(Toxicologia) y Homero Hernandez (Biologia Celular), muchisimas gracias por
es amor a su clase.

A Anita, por su apoyo brindado mientras trabajaba en el laboratorio y por haber
sido voluntaria para la toma de muestras y porque no también a todos esos
voluntarios que sufrieron mucho por la toma de muestra y algunos sus venas
también sufrieron, pero gracias porgue sin todos ustedes esto no hubiera sido
posible.

A la Dra. Elia Brosla, porque ahi estuvo conmigo siempre, me ayudo a
levantarme, a salir de ese hoyo en el que me encontraba y enfrentar al mundo,
gracias por ese apoyo incondicional, solo mireme ahora, por fin a cumplir ese
pequeio suefio de nifia.

A mis padres (papi, tu que me ensefiaste ese amor a los animales y el rancho y
tu mami que me ensefaste la importancia de la familia) que fueron mi apoyo
(en todos los sentido) en este gran camino, que desde nifia me decian “Mira mi
pato, ahi esta nuestro titulo de la UNAM, la maxima casa de estudios, donde tu
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papa) momento sera ese en tu vida”, me cai y ustedes me levantaron, llore y
me consolaron, reir y me acompafiaron, siempre estan ahi para mi y mis
hermanas a pesar de todo e incondicionalmente, gracias, en serio muchisimas
gracias, los amo con toda mi alma.

Ah!!ll Que decir....... Quien sigue? Jejejejejeje mis hermanitas :p esas dos
personitas tan importantes, mmmmmmm...... Brenda (bien conocida por la
familia como la cucho, pero para mi como tuchitomon, en honor a Digimon,
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entre otros, pero shhhhh.... Tranquila nadie los sabra :p) eres la mas pequefia,
siempre mi hermanita, que aunque tienes un genio del demonio y explosiones
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agui en mi tesis eh!!! Porque que yo lo acepte nuevamente, nel!! Hermana)
uuhhhhhh ........ cantidad de consejos tuyos que recibi, importantes que
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A mis tias, primos y porque no también mis sobrinos, que hicieron mi vida en la
ciudad mas facil, divertida y emocionante, gracias por ese apoyo y amor que
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que es la union familiar, muchas gracias.

qgue cuando escribo una carta parece mas tratado que nada o no Dariel =D
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en serio muchas gracias por haberme hecho sonreir siempre.

A Dariel, rayos sabes que complicado es esto........ te quiero mucho Dary,
como lo dices somos como hermanos, porque ahi estuviste cuando estaba por
los suelos, me diste esa seguridad que solo tu emanas, reimos por tantas
tonterias, pero siempre en equipo, gracias por ayudarme a ser lo que soy :p.

A Fernanda, Dalila, Alejandra, Jacaranda, Abril" (yo se que en este momento tu
estas ahi conmigo), Alma Delia, Gerardo, Mario, Fany, Ana Elisa, Ely, Marilin,
muchas gracias amig@s porque siempre estan ahi y desde el kinder estamos
juntas y siempre lo estaremos, |@s quiero con el corazon.

A mis queridos amigos del CCH, Morquecho (amigais), Aracely, Diana, Marisol,
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que esta leyendo esto, déjame decirte que muchas gracias por esos lindos
momento que disfrutamos, aunque sean segundos, muchas gracias.

Finalmente, porque no!!! Para darle un toque a esto, gracias a esas criaturitas
que estuvieron ahi desde que yo llegue aqui y con sus cantos (gritos), madullos,
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1. Introduccion

Toxoplasma gondii es un protozoario patégeno de caracter intracelular, capaz
de afectar todas las células de todos los tejidos, es muy pequefio e infecta
tanto al ser humano como otros animales, siendo su reservorio natural los
felinos, principalmente animales domeésticos, este libera al parasito en su
materia fecal en forma de ooquiste, después de realizar su ciclo sexual en el
epitelio intestinal del mismo. Este parasito en el ser humano es causante de la

enfermedad llamada Toxoplasmosis.

La infeccion en humanos es muy comun y puede provenir de: a) ingesta de
ooquistes (ingerir tierra contaminada, manejo inadecuado de los excrementos
de gato) b) comer carne cruda o mal cocida infectada) c) trasplantes de
organos o transfusiones de sangre infectada (transmision vertical) d) congénita
(madre-hijo) e) por mal manejo de cepas de Toxoplasma gondii. Solo algunos
individuos desarrollan enfermedad sintomética, el establecimiento de una
infeccion e incluso la enfermedad depende de la dosis ingestada, la via de
infeccion y de la respuesta inmune del individuo, ya que de acuerdo al titulo de
anticuerpos producidos por el organismo (IgG, IgM) es posible determinar si es
un individuo infectado, no infectado o si ya se consideraria como una

enfermedad, por la sintomatologia presentada.
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2. Marco Teorico

2.1 Generalidades de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado, fue descrito en 1908
por Nicolle y Manceaux quienes trabajaron en el Norte de Africa. La especie se
designé por el nombre del roedor de donde fue aislado en el Norte de Africa
(Ctenodactylus gondii). ElI género se deriva de la palabra griega toxon, que
significa arco y se refiere a la forma de media luna que presenta el parasito en
forma de taquizoitos, (Figural).?

Toxoplasma gondii pertenece al phylum Apicomplexa, a la clase Sporozoa y a
la subclase Coccidia, caracterizado por presentar terminacién de punta en un
extremo de su membrana externa y estructuras muy complejas en su interior
(organelos). (Black 2000). Se encuentra relacionado taxonémicamente con el

género Plasmodium, Neospora, Cryptosporium.®

Es capaz de invadir a gran variedad de mamiferos (hasta al humano), e incluso
a las aves, ya que sus células son susceptibles de infeccion y multiplicaciéon

intracelular.'*

Figura 1. Microscopia de barrido de taquizoitos de Toxoplasma gondii®.
11




2.1.1 Morfologia de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii tiene un gran numero de organelos (Figura 2),
principalmente los secretores de proteinas que ayudan a la invasion de la
célula hospedera (micronemas, roptrias y granulos densos), ademas de otras
estructuras complejas que proporcionan una estructura integra a Toxoplasma
gondii ademas de la direccion de la secrecion proteica y permiten que

Toxoplasma gondii se pueda desplazar en la invasion.®

- Conoide
Micronemas
Ropirias
Mitocondria
ﬁMfCrﬂpﬂrﬂ
A\~ Aparate

de Golgi

Nucleo
Reticulo
Endoplasmatico
Complejo de Granulos
membrana densos

interior

Figura 2. Organelos de Toxoplasma.®

La funcién de cada uno de los organelos es la siguiente: los Micronemas:
realizan la liberacion de su contenido enzimatico en el proceso de ataque-
invasion, las Roptrias: liberan su contenido proteico en el proceso de invasion

1 los Granulos densos: descargan su contenido

de la célula hospedero,
enzimatico cuando la invasion esta completa, la Mitocondria es la encargada
de suministrar la energia necesaria para realizar todas las actividades, el
Nucleo es el encargado de resguardar el material genético, el Complejo de

Membrana Interior se encuentra después de la membrana plasmética y corre
12



desde la zona apical de Toxoplasma gondii hasta el otro extremo del mismo, el
Reticulo Endoplasmético almacena los reservorios de calcio que se libera
durante la invasién,** el Aparato de Golgi es encargado de la modificacién de
proteinas, el Microporo: donde se realiza la endocitosis de los sustratos
necesarios para el parasito y el Conoide es una estructura en forma de embudo

de fibrillas y se encuentra en el centro apical del mismo.®

En la parte apical del pardsito se encuentran ademéas del conoide, otras
estructuras, (Figura 3), que estan asociadas con la localizacion de los
micronemas Yy roptrias, ademas de ayudar en la organizacion de los

microtGbulos en todo el Toxoplasma.®

Figura 3. Citoesqueleto de Toxoplasma gondii, en el extremo izquierdo se

amplia la imagen para facilitar y observar la estructuras presentes, anillo

preconoide (CR), conoide (C), dos microtubulos apicales (M), anillo polar (PR),

sub-pelicula de microtibulos (SPM), Microporo (MP) v el complejo membrana
interna (IMC).3
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Toxoplasma gondii presenta tres formas en las que se puede encontrar en los

organismos:

* Ooquiste: Es la fase de latencia, donde le es posible sobrevivir por
largos periodos de tiempo fuera del hospedero, por su alta resistencia a

factores del medio ambiente.
» Bradizoito: Es la forma de replicacion lenta del parasito, se presenta en
conglomerados microscépicos en quistes dentro del musculo infectado y

el tejido cerebral.

» Taquizoitos: son formas moviles con motilidad que forman quistes en

tejidos, se encuentran en vacuolas dentro de las células infectadas.

2.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. gondii fue descrito s6lo en 1970, cuando se descubrio que
los hospederos definitivos son los miembros de la familia Felidae, incluidos los
gatos domésticos.? Toxoplasma es capaz de infectar y replicarse dentro de
cualquier célula nucleada de mamiferos. El ciclo de vida esta dividido entre
infeccion felina e infeccion no felina, correlacionados cada una con replicacion

sexual y asexual respectivamente.?
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Toxoplasma gondii
CICLO DE VIDA
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Figura 4. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.®
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2.2.1 Ciclo sexual

Toxoplasma se reproduce sexualmente sélo en los felinos. Los
microorganismos infectan el epitelio intestinal, se producen los ooquistes y
estos se eliminan en las heces. Los ooquistes maduros son de
aproximadamente 12 micras de diametro y contienen ocho esporozoitos

infecciosos.?

Cuando un gato ingiere carne que contiene quistes en los tejidos, la pared del
quiste se disuelve por las enzimas proteoliticas en el estbmago y el intestino
delgado, causando la liberacion de los bradizoitos. Los bradizoitos, que son
una etapa de lenta multiplicacién, penetran en las células epiteliales del
intestino delgado e inician la formacion de numerosas generaciones asexuales
antes que el ciclo sexual (gametogonia) comience. Posteriormente el gameto
masculino, fertiliza al gameto femenino, dos paredes estan establecidas en
todo el cigoto fecundado para formar el ooquiste, que se excreta en las heces,
para la posterior maduracién. Figura 5A.%

e, ;;5 /

Figura 5.2
A. Endodiogenia (puntas de flecha doble), gametos femeninos (flechas), vy

gametos masculino (puntas de flecha) en la seccidbn de células

epiteliales superficiales del intestino delgado de un gato. Barrido= 15

micras.
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B. Ooquiste maduro. Ooquistes de pared delgada (flecha), 2 esporoquistes

(puntas de flecha) y 4 esporozoitos (puntas de flecha doble). Barrido 2-

25 micras.

Los ooquistes miden aproximadamente 10 por 12 micras. La maduraciéon se
produce fuera del cuerpo, y el ooquiste se vuelve infeccioso 1 a 5 dias después
de la excreciéon. Cada ooquiste maduro contiene dos esporocistos y cada
esporocisto contiene cuatro esporozoitos, Figura 5B. Los ooquistes
esporulados son muy resistentes y pueden sobrevivir en el suelo durante varios

meses.?

Al mismo tiempo que algunos bradizoitos entrar en las células epiteliales
superficiales del intestino felino y se multiplican alli para producir ooquistes,
otros bradizoitos penetran en la lamina propia y comienzan a multiplicarse
como los taquizoitos. Los taquizoitos son alrededor de 6 x 2 4 en tamafio y de
forma semilunar (Figura 6). A las pocas horas de la infeccion, los taquizoitos
pueden diseminarse a los tejidos extraintestinales a través de la linfa y la

sangre.?

a

Figura 6. Taquizoitos extracelularmente (flecha) liberado de las células

huésped. Comparar su tamano con los glébulos rojos vy los linfocitos. Barrido =

20 micras.?
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Los taquizoitos pueden entrar en casi cualquier tipo de célula hospedera, se
multiplican hasta que la célula hospedera se llena de parasitos y muere, la
replicacion se da entre 6 y 8 horas (in Vitro), saliendo de las células unicamente
para poder infectar a las células vecinas, usualmente después de que son
alrededor de 64-128 parasitos acumulados por célula. Este ciclo puede resultar
en microfocos de necrosis del tejido. El hospedero suele superar esta fase de
multiplicacion y el parasito entra entonces en el "reposo” etapa en la que estan
aislados los bradizoitos en forma de quistes tisulares en los tejidos. Los quistes
tisulares se forman con mayor frecuencia en el cerebro, el higado y los
musculos. Los quistes en los tejidos por lo general no causan reaccion del

hospedero y puede permanecer durante toda la vida del hospedero.?

2.2.2 Ciclo asexual

El hospedero intermediario se puede infectar mediante la ingestion de
ooquistes maduros o de quistes tisulares presentes en tejidos de otros
hospederos intermediarios.'? Al ingerir los ooquistes o los quistes tisulares, se
liberan los esporozoitos o los bradizoitos, respectivamente, infectando el
epitelio intestinal, para producir taquizoitos, los cuales finalmente se diferencian
a bradizoitos, apareciendo los quistes tisulares de a 7-10 dfas post-infeccion.?
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2.3 Epidemiologia

La infeccion por Toxoplasma gondii en los seres humanos es generalizada en
todo el mundo. La incidencia de infeccién en humanos y animales puede variar
en diferentes partes de los paises. La causa de estas variaciones pueden ser:
las condiciones ambientales, los habitos culturales (higiene, alimentacion,
edad) vy las especies animales (convivencia con gatos) encontrandose entre
los factores que pueden determinar el grado de dispersion natural de
Toxoplasma gondii. En la literatura se reporta que existe una alta prevalencia y
exposicion al parasito a temprana edad en zonas de gran contaminacion del
suelo y del agua con ooquistes por la presencia de gatos domésticos o salvajes

que deambulan libremente.**

2.3.1 Epidemiologia en México

En México la informacidbn es muy escasa, pero de acuerdo a un estudio
realizado en todo el pais, con muestras de varias regiones, la seropositividad
en México varia segun la distribucion geogréfica, es decir, es baja en la zona
norte, debido a la aridez y a las altas temperaturas que alcanza el suelo de esa
region, por lo que los ooquistes depositados con la materia fecal de los gatos,

lejos de madurar, mueren en un poco tiempo.**

En cambio en algunos estados de la zona costera es muy alta la presencia de
la infeccibn por la similitud con las condiciones bioclimatologicas vy
socioeconémicas de esas regiones, que ademas de permitir mayor viabilidad

de los ooquistes, los mantienen en cercania con el hombre.'*

Se tienen resultados en el norte como una prevalencia media de 11.5% e
inferior al 10% en los estados de Baja California Sur, Chihuahua, Sonora,
Coahuila, Zacateca y Durango,’ mientras que en la zona costera del sur del
pais los valores presentan una media mayor del 65%. Donde el sexo no
presento ninguna diferencia, pero por otro lado la edad es donde se presento la
diferencia, con mayor prevalencia en menores de edad, por la contaminacion

de los menores en los suelos contaminados.*
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En el caso de la infeccibn congénita, existen dos estudios realizados en la
Ciudad de México; el primero en 1962, en el que se encontré6 que de 1000
recién nacidos, 19 tenfan anticuerpos contra Toxoplasma gondii,” y el segundo
que corresponde al 2005, en el que de 1003 nifios recién nacidos de la Ciudad

de México se encontraron 2 casos positivos por presentar la infeccién.*®

2.4 Vias de transmision

Los miembros de la familia de los felinos (Felidae) son los hospederos
definitivos; otros mamiferos y aves sirven como hospederos intermediarios. El
parasito entra en el epitelio intestinal y puede diseminarse a los tejidos del

hospedero. Toxoplasma gondii se transmite por diferentes formas conocidas?:

* Congénita (madre-Hijo).

* Ingesta de carne cruda contaminada, con quistes tisulares o ingesta de
ooquistes directamente (Via oral).

» Transfusion sanguinea o transplantes de 6rganos infectados.

* Accidentalmente por manejo de cepas de Toxoplasma gondii.

2.5 Respuesta inmune contra Toxoplasma gondii

La infecciébn primaria por Toxoplasma gondii induce una respuesta inmune
especifica que protege contra una reinfeccién.’® Después de la infeccién, se
presenta inmunidad de tipo celular y humoral contra el parasito.

2.5.1 Respuesta inmune celular

La infeccion por Toxoplasma gondii tiene como caracteristica presentar una
fuerte y persistente respuesta inmune mediada por células, para proteccion del

hospedero contra el parasito.

Durante la fase activa de la infeccion, en la que hay invasion a células,
multiplicacion y liberacion de taquizoitos, puede haber interaccion con células

presentadoras de antigenos, las cuales procesaran a los taquizoitos y lo
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presentaran a través de antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad

(MHC, siglas en ingles).*°

TGF-a

Toxoplasma Apoptosis de célula
infectada

gom:m
MHCI TGF- B - Modl.lnclon

7 IL-10 ‘, control de Th1

I

I

i MHCII._,
& -
Inmunidad IL-4---

|nnata N \ e
-9 /Células @ 19G3 110
“ | dendriticas w IgE

ol .2 . @HCF

19G2 IL-10 IgA
TGF-8

’ @

Figura 7. Respuesta inmune celular contra Toxoplasma gondii. CPA: células

presentadoras de antigenos, MHC | vy 1l: Complejo Mayor de

Histocompatibilidad clase | vy |1I, NK: células natural killer, PMN:

polimorfonucleares, CP: células plasmaéticas, Ig: inmunoglobulinas, M

macrofagos, TGF-a: factor de necrosis tumoral alfa, IFN-y: interferdbn gamma,

IL: interleucina, La linea continua y punteada representan regulacion positiva y

negativa respectivamente.®
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Si son presentados por MHC clase | (Figura 7) seran reconocidas por los
linfocitos T CD8+, llevandose acabo el proceso de citoxicidad para finalmente
producir la apoptosis de células infectadas, con una regulacion positiva con el
Factor de Necrosis tumoral alfa (TGF-a), secretado por los macrofagos. Por
otro lado, si son presentados a través de antigenos clase Il, interactian con
linfocitos T CD4+. Si se encuentran citocinas como la interleucina 12 (IL-12), se
desarrollara una respuesta tipo Thl, para luego liberar interferon gamma (IFN-
y) que a su vez activara a macréfagos y células natural killer (NK), que son
capaces de controlar la replicacion de los taquizoitos y activar mas linfocitos T
CD8+y CD4+.%°

Si al inicio de la infeccibn hay IL-4 en el medio, caracteristicas de una
respuesta Th2, no podra haber control de la replicacion parasitaria. Sin
embargo una respuesta Thl prolongara una repuesta inflamatoria excesiva, la
cual puede incluso ocasionar la muerte al hospedero, por lo que se debe haber

un control mediado por la Interleucina tipo Th3/Treg IL-10 y TGF-B.*°

Al inicio de la infeccion, los linfocitos T CD4+ liberan IL-2 que activa a los
linfocitos B, los cuales se diferencian a células plasmaticas y dan origen a los
anticuerpos séricos dirigidos contra el parasito. Por otro lado, algunos
antigenos interactian directamente con receptores de linfocitos B, los cuales

produciran anticuerpos de clase IgM caracteristicos de la infeccién aguda.®

Con ayuda de marcadores de yodo radiactivo de la superficie de los taquizoitos
y la electroforesis en geles de poliacrilamida de las proteinas solubilizadas de

la membrana, se ha demostrado la existencia de 4 proteinas principales®® *:

» La proteina p30: La mas abundante, constituye el 5% del peso total del
taquizoitos, es la encargada de la inducir la produccion de anticuerpos
IgG, IgM e IgA y se ha empleado para el diagndstico de infecciones
agudas en adultos y recién nacidos con infeccidn congénita.

» La proteina p22: Se utiliza para la deteccion de IgG por método de
ELISA.
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» Las proteinas p23 (pacientes con infeccion crénica) y p28, son las mas
estudiadas.

 También antigenos de excrecion-secrecion, obtenidos de cultivos en
tejido de taquizoitos, los cuales constituyen el 90% del antigeno del

parasito que circula en el hospedero.

2.5.2 Respuesta inmune humoral

La inmunidad humoral se demuestra por la presencia de anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii en el suero. La primera clase (IgM) aparece al final de la
primera semana después de la primo infeccidon, Figura 8. Se pensé6 que estos
anticuerpos eran caracteristicos de la fase aguda, pero se han encontrado
meses e incluso afios después, sobre todo en mujeres embarazadas y

pacientes con Toxoplasmosis adquirida que desarrollan linfadenopatia.®

Las inmunoglobulinas de clase A aparecen poco después de las IgM, teniendo
una cinética similar a la dltima, y persistiendo durante 6-7 semanas, aunque
puede variar en pacientes adultos y recién nacidos con infeccién congénita.
Para diagnostico presuntivo de Toxoplasmosis congénita, su deteccion es de

gran valor, ya que puede ser detectada en ausencia de IgM.®

Son pocos los estudios sobre la aparicion de anticuerpos IgE. Son detectables
durante la fase aguda de la infeccion y pueden ser producidos por algunos
recién nacidos con infeccidbn congénita. Su presencia regularmente se
relaciona con la presencia de complicaciones, como adenopatias Yy
coriorretinitis en casos de reactividad en pacientes inmunodeprimidos. Los
anticuerpos IgG aparecen 2 a 3 semanas después de la primo infeccion,
alcanzando sus maximos niveles a los 2 meses y persistiendo a lo largo de
meses 0 afos. Jugando un papel importante en la proteccion al feto, ya que es

capaz de cruzar la barrera placentaria.®
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Toxoplasma gondii
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Magnitud >
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Figura 8. Cinética de la respuesta inmune humoral a partir de una primo

infeccion con Toxoplasma gondii.?

2.6 Manifestaciones Clinicas

Toxoplasma gondii suele parasitar los hospederos definitivos e intermediarios
sin producir sintomas clinicos. En los seres humanos, una enfermedad grave
suele observarse soélo en nifios con infeccion congénita y en individuos
inmunodeprimidos, incluyendo pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Las infecciones adquiridas después del nacimiento puede
ser local o generalizada y rara vez son graves en individuos
inmunocompetentes. La linfadenitis es la manifestacion mas comudn en los
seres humanos. Cualquier ganglio puede ser infectado, pero los ganglios
cervicales profundos son los que cominmente se encuentran involucrados.
Los ganglios infectados no son dolorosos, la infeccion se resuelve
espontdneamente en semanas 0 meses. La linfadenopatia puede estar
acompanada de fiebre, malestar general (tipo gripa), fatiga, dolores
musculares, dolor de garganta y dolor de cabeza.?

24



La encefalitis es una manifestacion importante y grave de la toxoplasmosis en
pacientes inmunodeprimidos, incluyendo pacientes con SIDA. Los sintomas
pueden incluir dolor de cabeza, desorientacion, somnolencia, hemiparesia,
cambio en los reflejos y convulsiones, coma e incluso la muerte en algunas

ocasiones.?

La enfermedad congénita leve puede consistir en la ligera disminucion de la
vista, mientras que los niflos gravemente enfermos pueden presentar una

tétrada clasica de signos:

¢ Coriorretinitis.
* Hidrocefalia.
+ Convulsiones.

+ Calcificaciones intracerebrales.

La hidrocefalia es la lesion menos comun pero mas dramatica de la

Toxoplasmosis congénita y la enfermedad ocular es la secuela mas comuin.?

2.7 Diagnostico

El diagnostico de la toxoplasmosis puede ser ayudado por el examen
serologico. Los signos clinicos de la toxoplasmosis no son especificos y no se
puede depender de un diagnostico definitivo; La toxoplasmosis clinicamente
presenta varios sintomas parecidos de otras enfermedades infecciosas (la
leptospirosis, enfermedad de Hodgkin y otros linfomas, encefalitis,

mononucleosis, tuberculosis en inmunocomprometidos y sarcoidosis).?

Para el diagnostico de infeccion por Toxoplasma gondii, se pueden llevar a

cabo las siguientes técnicas:
a) Estudios de gabinete:

» Tomografia axial computarizada (TAC).
» Resonancia Magnética Nuclear (RM).

» Radiografia (Calcificacion cerebral).
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b) Identificacion histoldgica:

* Biopsias de tejidos corporales como musculo estriado y musculo
cardiaco (Tincién de Wright, hematoxilina-eosina, inmunofluorescencia

especifica y tincion inmunoperoxidasa)
c) Aislamiento del parasito

El aislamiento del parasito a través de liquidos corporales (sangre, liquido
cefalorraquideo) refleja una infeccién aguda en el paciente; sobre todo después
de la inoculacion del liquido en el peritoneo de un raton y observar su
desarrollo entre 6-10 dias posteriores. La sensibilidad de este método en el
diagnostico es de la infeccion es de aproximadamente 90%; aunque presente
la desventaja del riesgo de contaminacion y el tiempo de espera para el

resultado.?
d) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Consiste en efectuar una replicacion respectiva “in vitro” de una secuencia
especifica de DNA. Al copiar varias veces una misma secuencia se aumenta en
forma proporcional la sensibilidad de la misma. El producto amplificado se
analiza en un gel de agarosa y se tifie con bromuro de etidio. Clinicamente se
ha empleado con buenos resultados para detectar T. gondii en liquidos

corporales.?
e) Prueba de Sabin y Feldman

En la prueba de Sabin-Feldman, se utilizan taquizoitos vivos de T. gondii como
antigeno y se ven expuestos a las diluciones del suero problema y un factor
accesorio. Consiste en observar taquizoitos vivos que pierden su afinidad para
ser tefidos por el azul de metileno cuando estan en contacto con un anticuerpo
especifico (prueba positiva), mientras que los parasitos no tratados por estos,
se colorean intensamente (prueba negativa). Esta prueba es sensible y hasta el
momento es la prueba mas especifica para toxoplasmosis. Sus principales
desventajas son su alto costo y el riesgo humano de la utilizacion de

organismos vivos.?
26



f) Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Esta prueba consiste en la fijacion de Taquizoitos en un portaobjetos, los
cuales se ponen en contacto con el suero del paciente a distintas diluciones.
Posteriormente son adicionados anticuerpos conjugados con sustancias

fluorescentes.?
g) Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Consiste en utilizar anticuerpos conjugados a una enzima que Se unen a
anticuerpos presentes en el suero del paciente, los cuales conservan su
capacidad de unién especifica al antigeno. Este sistema consiste en adsorber a
una fase sélida el antigeno o el anticuerpo, mientras la enzima es capaz de
producir una reaccion de oxido reduccién, en la cual el sustrato se convierte en
un producto colorido. El porciento de sensibilidad de esta técnica es de 90% y
de especificidad de 88%.

Existen diversos tipos de ELISA: directo, indirecto y de sandwich. En el método
directo, se preparan recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se
sospecha se encuentra el antigeno. Se incuban con anticuerpos marcados.
Indicando la presencia de antigeno en la solucion analizada. En cambio, en el
meétodo indirecto, el sistema de deteccidn emplea dos anticuerpos: uno primario
contra el antigeno y uno secundario marcado contra el primario. Y en el de
sandwich, se recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno,
después se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno, que
sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo, después

se aplica una solucién con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado.
Los antigenos mas utilizados para esta técnica son:

» La proteina p30: La mas abundante, constituye el 5% del peso total del
taquizoitos, es la encargada de la inducir la produccion de anticuerpos
IgG, IgM e IgA y se ha empleado para el diagnostico de infecciones
agudas en adultos y recién nacidos con infeccién congénita.

» La proteina p22: Se utiliza para la deteccion de I1gG.
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Las enzimas mas empleadas son: peroxidasa de rabano (HRP), fosfatasa
alcalina (FA) y la B—D-galactosidasa (BG). Los sustratos para la enzima HRP
son el perdxido de hidrogeno o urea, que al ser reducidos no presentan color
pero se acompafan de un cromégeno (o-fenilendiamina, la mas empleada) que
se oxida y desarrolla color. Los sustratos para la fosfatasa alcalina son el p-

nitrofenil fosfato y el 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato.'*>

h) Prueba de avidez

Se basa en las distintas fuerzas de unién entre el antigeno y el anticuerpo en la
infeccibn aguda y crénica. Algunos estudios demuestran que las primeras
semanas de la infeccion predominan las IgG de baja avidez, mientras que
después de las segunda semana predominan las de alta avidez, la avidez del
anticuerpo se determina mediante ELISA indirecto, colocando las muestras por
duplicado y una se trata con urea, ya que la urea rompe los complejo de
antigeno-anticuerpo de baja avidez. El resultado es el cociente de la
absorbancia de la muestra tratada entre la no tratada con urea, un valor bajo

refleja una etapa mas temprana de infeccién.*®
i) Western blot

Es una técnica inmunoenzimatica, basada en la union de anticuerpos
especificos en el suero del paciente al estar en contacto con antigenos de T.

gondii presentes en una membrana de nitrocelulosa.

Los antigenos proteicos son separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida, después son transferidos e inmovilizados en la membrana.
Posteriormente a la reaccion antigeno-anticuerpo se le agrega un segundo
anticuerpo unido a una enzima, siendo visible la reaccion mediante un sustrato
y un cromégeno, el cual revelara la banda en la membrana que reconocieron
los anticuerpos especificos. Debido a que esta es una prueba muy sensible
(96%) y especifica (100%), se ha empleado como prueba confirmatoria,

utilizando cominmente los mismos antigenos que en la prueba de ELISA.®
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2.8 Tratamiento

En el tratamiento se utilizan combinaciones de sulfonamidas (sulfadiacina,
sulfametacina y sulfameracina) y Pirimetamina. Donde inhiben la sintesis del
acido dihidrofdlico, evitando asi que T. gondii pueda llevar a cabo la sintesis de
su RNA y division celular, por lo que es necesario afadir al tratamiento acido
félico, el cual puede ser usado por el paciente mas no por el parasito.’> Los
corticosteroides estan contraindicados excepto en casos de toxoplasmosis con

sintomatologia ocular, en cuyos cosas se usan en concentraciones bajas.

Para prevenir infecciones con T. gondii, La carne debe cocinarse a 66 ° C
antes de comer. Las manos deben lavarse con agua y jabdn después de
manipular carne, nunca deben ser alimentados los gatos con carne cruda, solo
comida seca, enlatada o la carne cocida. Las heces de los gatos debe ser
desechadas en de manera correcta y la proteccion adecuada o ser quemadas.
Los guantes deben ser utilizados mientras se trabaja en el jardin y las aéreas

de juego infantil deben ser sanitizadas con frecuencia.
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3. Planteamiento del problema

El contacto cotidiano con Toxoplasma gondii determina una respuesta
especifica en contra del protozoario, la convivencia diaria con los reservorios
naturales o con el mismo parasito en la naturaleza, indica un contacto estrecho
y por consiguiente una repuesta especifica a largo o corto plazo. La
determinacién de anticuerpos especificos contra Toxoplasma gondii, es un

indicativo de contacto previo con el protozoario.

Es de suma importancia determinar el porcentaje de individuos seropositivos
debido a que en base a las determinaciones de anticuerpos se conocera la
actividad y comportamiento de la infeccion. Ademas que se podra monitorear
las diferentes clasificaciones de individuos infectados (infecciones activas,
infecciones pasadas y portadores asintomaticos) y asi saber la frecuencia de la

infeccion en una poblacion con posible contacto con Toxoplasma gondii.
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4. Objetivos

Objetivo General

* Obtener el punto de corte en una poblacion abierta con posible contacto

con Toxoplasma gondii, mediante la técnica de ELISA.

Objetivo Particular

» Clasificar la seropositividad como individuos infectados, no infectados o
en periodo de ventana.
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5. Hipotesis

El contacto cotidiano con Toxoplasma gondii, induce una respuesta especifica,
es decir, la convivencia diaria con los reservorios naturales o con el mismo
parasito en la naturaleza, indica un contacto estrecho y por consiguiente una

repuesta a largo o corto plazo.
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6. Metodologia

Se realizaron 2 determinaciones de los individuos en estudio de una poblacién
abierta, la determinacién de IgG e IgM especificas, esto se acompafio de una
encuesta escrita que sustentara los resultados; se obtuvieron los titulos de
corte respectivos y se determino el seropositivismo de la misma poblacion,

Figura 9.
Toma de
muestras y
aplicacion de Alto grado
cuestionarios de
infeccion
Criterios Clasificacion
de * (Alto, Medio y Medio
inCIUSion Bajo grado) grado de
Seleccion de infeccion
muestras
Criterios .
de T ] q Bajo
oxclusion ] ratamlernto e grado de
as miliestras infeCCi(,)n
Preparacion de
la placa de ELISA
Identificacion Identificacion
de IgG de IgM

Obtencion del
titulo de corte

Figura 9. Diagrama de flujo de la estrategia general utilizada.

33



6.1 Obtencién de muestras y aplicacion de cuestionarios

Se recolectaron 100 muestras de una poblacion abierta voluntaria, aleatoria,
estudiantes, académicos y técnicos laboratoristas principalmente y aplicando a
cada uno de ellos el siguiente cuestionario (Figuras 10y 11).

Taxopieama gomdii =

Cuestionario

Figura 10. Cuestionario aplicado a cada voluntario, partel.
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T, Conoee la Toxoplasmosis!

No:

Si ]
B. Sabe quien produce Is Toxoplasmonis?

Np: .

Sit_ . Nombre: .
% Como considera su Extude General de Salud?

Execelente: - Bueno: - Regular; . Mala:

10. Ha presentado alguna sintomatologia relacionada con enfermedades
transmitidas por masouins?

Nos :
Sk . Conles: _ 4
1. Ha presentade Linfangitis en algunn elaps de su vida? Onflamsion delos gmglics)
Me:
Si: . Hace cunnto?: —— §
12, Ha recibido tratamientos antiparasitarios en algunn etaps de su vida?
Mz
S ’ De que tipo?:

Criterios de Inclusitng

Criterios de exclusion:

Criterios de eliminncidn:

Fallo No,

Figura 11. Cuestionario aplicado a cada voluntario, parte 2.
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6.2 Criterios vy clasificacion de muestras

Posterior a la recoleccion del total de muestras, fue necesario realizar un
andlisis de cada uno de los cuestionarios y con los criterios de inclusion y

exclusién fue posible obtener Unicamente las muestras Gtiles para el estudio.

6.2.1 Criterios de inclusién

* Contar con una mascota.

» Contacto estrecho con la mascota (interior y exterior de la casa,
abrazos, besos, etc.).

* Manejo del material biolégico de la mascota.

» Cuidado de la mascota (vacunacion, desparasitacion, higiene).

6.2.2 Criterios de Exclusion

* No contar con mascota.

* No tener ningun contacto con la mascota si lo hay.

6.2.3 Clasificacién de las muestras

Una vez obtenidas las muestras utiles, fue necesario realizar una

clasificacion de acuerdo al grado de una posible infeccion, es decir:

» Alto grado
Tener como mascota gatos.
Contacto muy estrecho con el mismo.
Manejo del material bioldgico.

* Medio grado
Tener de mascotas gato y perro.
Contacto con la mascota.
Manejo del material biologico.

* Bajo grado
Tener de mascota perros u otros.
No hay contacto con la o las mascotas.
No manejar o poco manejo del material biolégico.
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6.3 Tratamiento de las muestras

Unas vez recolectadas las muestras (sueros extraidos de voluntarios sanos,
aleatorios) y clasificadas de acuerdo a los criterios utilizados, se mantuvieron
congeladas (aprox -15°C), hasta el dia de su uso.

6.4 ELISA directo para la identificacién de anticuerpos

Para la identificacion de los anticuerpos IgG e IgM, se utilizaron 2 kits de la
marca comercial HUMAN:

19G

Figura 12. Kit. HUMAN para detecciéon de IgG en suero humano.

Human, Fab-Human GMBH Max-Planh-Ring 21D-65205, Wiesbaden Alemania,
Lote 11002 Referencia 51209.
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IgM

Figura 13. Kit. HUMAN para la deteccién de IgM en suero humano.

Human, Fab-Human GMBH Max-Planh-Ring 21D-65205, Wiesbaden Alemania,
Lote 10005 Referencia 51109.

6.4.1 ELISA directo para la identificacién de 1gG

La prueba HUMAN ELISA TOXO IgG esta basada en la clasica técnica de
ELISA. Los micropocillos de la placa de ELISA ya estan recubiertos con
antigeno de Toxoplasma gondii. Las muestras y los reactivos beben aplicarse a
temperatura ambiente (20-25 ) y estar antes de su uso. L os controles ya
estan listos para uso, mientras que las muestras fue necesario realizar una
dilucion de los sueros con el buffer de dilucion incluido en el kit, 1/100 (10uL de
suero en 1mL de buffer), y preparar una solucién de lavado, como se indica a

continuacion:
Solucién de lavado (WASH)

Diluir 1 porcion de la solucién de lavado que se encuentra en el kit con 20
porciones de agua desionizada fresca, por ejemplo: 25 mL de la solucion del
lavada del kit + 500 mL de agua desionizada = 525 mL de WASH
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Una vez diluidos los sueros y preparado la solucién de lavado fue posible

realizar la prueba, dividiéndola en 3 etapas, como se muestra a continuacion:

Antigeno de
T. gondii

Figura 14. Condiciones en las que se encuentra la placa antes de la adicién de

las muestras vy el resto de los reactivos.

e FEtapal
Los anticuerpos anti-toxo contenidos en la prueba o el control se fijan
especificamente a los antigenos inmovilizados, al final de la incubacién

los componentes excesivos son eliminados por lavado.

Anticuerpo de T.
gondii presente
en la muestra

Antigeno de
T. gondii

Figura 15. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la primera
etapa.
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Figura

Etapa 2

En esta etapa se afiade un conjugado anti-lgG (CON), anticuerpos anti
IgG humana, marcados con peroxidasa, que se fija especificamente a la
Fv de los anticuerpos IgG, se forma un inmunocomplejo, después se

elimina el complejo que no se uni6 al anticuerpo con lavado.

Conjugado anti -IgG o
anti- IgM (Anti-IgG o
IgM-humana, marcado
con peroxidasa)

Anticuerpo de T.
gondii presente
en la muestra

Antigeno de
T. gondii

16. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la

segunda etapa.

Etapa 3

Finalmente se afiade la solucion de TMB/Substrato (SUB), se forma un
color azul que se transforma en amarillo después de parar la reaccién
con la solucion de parada (STOP), la intensidad de color es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-TOXO IgG

en la muestra.

Sustrato
4_ -

Conjugado anti -IgG o

anti- IgM (Anti-IgG o IgM-
humana, marcado con
peroxidasa)

Anticuerp o de
T. gondii
presente en la
muestra

Antigeno de

I./T. gondii

Figura 17. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la tercera

etapa.
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Etapa 1 Pocillos (L)
Al D1/C2 (Punto de
D2 (Muestras)
(blanco) corte)
Control del Punto de
100
corte

Control positivo bajo 100
Control positivo medio 100
Control positivo alto 100
Muestra diluida 100

Cubrir la placa con tiras adhesivas e incubar por 30 minutos a 17-25 °C

Lavar 4 veces con la solucién de lavado preparada (WASH)

WASH 350 350 350
Etapa 2
CON 100 100

Cubrir la placa con tiras adhesivas e incubar por 30 minutos a 17-25 °C

Lavar 5 veces con la solucién de lavado preparada (WASH)

WASH 350 350 350
Etapa 3
SUB 100 100 100
Incubar por 15 minutos a 17-25 °C
STOP 100 100 100

Mezclar vigorosamente

Tabla 1. Procedimiento realizado para la preparacion de la placa de ELISA

para identificacion de lgG.

Para finalizar se debe medir la absorbancia a 450 nm lo antes posible o dentro
de 30 min, después de terminar la reaccién. Finalmente este kit nos
proporciona la posibilidad de obtener una estimacion cuantitativa del valor de
IgG, mediante una curva de calibracion construida con el valor del control de

punto de corte (MCC) y 3 controles positivos (PCL, PCM, PCH), expresado en

lU/mL, como es posible observarlo en los resultados.

41




6.4.2 ELISA directo para la identificacion de IgM

La prueba HUMAN ELISA TOXO IgM esta basada en la clasica técnica de
ELISA. Los micropocillos de la placa de ELISA estan ya recubiertos con
antigeno de Toxoplasma gondii. Las muestras y los reactivos deben aplicarse a
temperatura ambiente (20-25 C) y estar antes de su uso. Los controles ya
estan listos para uso, mientras que las muestras fue necesario realizar una
dilucién de los sueros con el buffer de dilucion (este buffer contiene anti IgG
humana para prevenir interferencia por facto reumatoide y competencia de IgG
especifica presente en la muestra) incluido en el kit, 1/100 (10uL de suero en
1mL de buffer), y preparar una solucion de lavado, como se indica a

continuacion:
Solucion de lavado (WASH)

Diluir 1 porcion de la solucion de lavado que se encuentra en el kit con 20
porciones de agua desionizada fresca, por ejemplo: 25 mL de la solucién del
lavada del kit + 500 mL de agua desionizada = 525 mL de WASH.

Una vez diluidos lo sueros y preparado la solucién de lavado fue posible

realizar la prueba, dividiéndola en 3 etapas, como se muestra a continuacion:

Antigeno de
T. gondii

Figura 18. Condiciones en las que se encuentra la placa antes de la adicién de

las muestras vy el resto de los reactivos.
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» Etapal
Los anticuerpos anti-toxo contenidos en la prueba o el control se fijan
especificamente a los antigenos inmovilizados, al final de la incubacion

los componentes excesivos son eliminados por lavado.

Anticuerpo de T.
gondii presente
en la muestra

Antigeno de
T. gondii

Figura 19. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la primera

etapa.

 FEtapa?2?
En esta etapa se afiade un conjugado anti-lgM (CON), anticuerpos anti
IgM humana, marcados con peroxidasa, que se fija especificamente a la
fraccion Fv de los anticuerpos IgM, se forma un inmunocomplejo,
después se elimina el complejo que no se unié al anticuerpo con lavado.

Conjugado ant i-IgG o

anti- IgM (Anti-IgG o

IgM-humana, marcado
con peroxidasa)

Anticuerpo de T.
gondii presente
en la muestra

Antigeno de
T. gondii

Figura 20. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la

segunda etapa.
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« FEtapa3
Finalmente se afiade la solucion de TMB/Substrato (SUB), se forma un
color azul que se transforma en amarillo después de parar la reaccion
con la solucibn de parada (STOP), la intensidad de color es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-TOXO IgM

en la muestra.

Sustrato
Conjugado anti -IgG o
anti- IgM (Anti-IgG o IgM-
humana, marcado con

peroxidasa) Anticuerp o de

T. gondii
presente en la
muestra

Antigeno de
T. gondii

Figura 21. Condiciones en las que se encuentra la placa después de la tercera

etapa.
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(Control Positivo)

Etapa 1 Pocillos ( pL)
Al B1/C1 (Control D2 (Muestras)
(blanco) Negativo) D1/E1

Control Negativo

100

Control positivo

100

Muestra diluida

100

Cubrir la placa con tiras adhesivas e incubar por 30 minutos a 17-25 °C

Lavar 4 veces con la solucién de lavado preparada (WASH)

WASH 350 350/350 350
Etapa 2
CON 100/ 100 100

Cubrir la placa con tiras adhesivas e incubar por 30 minutos a 17-25 °C

Lavar 5 veces con la solucién de lavado preparada (WASH)

WASH 350 350/350 350
Etapa 3
SUB 100 100/100 100
Incubar por 15 minutos a 17-25 °C
STOP 100 100/100 100

Mezclar vigorosamente

Tabla 2. Procedimiento realizado para la preparaciéon de la placa de ELISA
para identificacion de IgM.

Finalmente se debe medir la absorbancia a 450 nm lo méas pronto posible o

dentro de 30 min, después de terminar la reaccion.
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7. Resultados

7.1 Encuestas

a) Resultados de encuestas realizadas a muestras de Alto grado de infeccion

Folios Mascota Contacto
Tiempo
con . . Mat.
Perro | Gato | Aves | Otros Exterior | Interior | _. ., . Otro
mascota Bioldgico
(afios)

1 X X 22 X X X Abrazosy
duermen

5 X X X 4 X X Abrazos

9 « « 5 « « Abrazosy
duermen

13 X 1 X X X Comen juntos
Abrazos,

16 X X 11 X duermeny
comen

17 12 Abrazos

19 X X 10 Abrazos
Abrazosy

20 X 6 meses X X
comen

25 X X 26 X X X Abrazos y
duermen

28 X X 21 X X X Abrazos y
duermen
Abrazos,

30 X X 8 X X duermeny
comen
Abrazos,

52 X X X 24 X X X duermeny
comen
Abrazos,

62 X 17 X X duermeny
comen
Abrazos,

65 X X X 9 X X X duermeny
comen

67 X 13 X X X Abrazosy
duermen

70 X X X 11 X X X Abrazosy
duermen
Abrazos,

77 X X X X 22 X X duermeny
comen

Tabla 3. Resultados encuestas de muestras con alto grado de infeccion.
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Folios Cuidados mascotas Desparasitados

No

)

Vacunas | Desparasitacion | Higiene

9
13
16
17
19
20
25
28
30
52
62
65
67
70
77 X X X X
Tabla 4. Sequnda parte de resultados encuestas de muestras con alto grado de

x

X X [ X | X | X [ X |X|[X |X|X[X

X IX [ X | X [X | X | X |X[X|X|[X|X|X[X|X

X IX [ X | X |[X [ X [X [X |[X[X[X[X[X[X|[X]|X

X [ X | X | X [X | X | X [X |X|X[X|X

X [ X [ X [ X | X

infeccidn.
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b) Resultados de encuestas realizadas a muestras de Medio grado de infeccion

Folios Mascota Contacto
Tiempo
con . . Mat.
Perro | Gato | Aves | Otros Exterior |Interior | . -, . Otro
mascota Biolégico
(afios)
7 X X X 20 X X X Abrazos y Duermen
juntos
8 X X 23 X X X Abrazos
10 X 22 X x " Abrazos y comen
juntos
1 X 4 X X X Abrazos
15 X 10 X X X Abrazos y comen
juntos
18 X 3 X X X Abrazos., Duermeny
comen juntos
26 X 12 x X X Abrazos., Duermeny
comen juntos
32 X X X 24 X X X Abrazos y comen
juntos
34 X 10 X X « Abrazos y Duermen
juntos
43 X 21/2 X « Abrazos y Duermen
juntos
51 X 6 X Abrazos y Duermen
juntos
53 X 21 X " Abrazosj, Duermeny
comen juntos
54 X 3 X X Abrazosj, Duermeny
comen juntos
60 X 10 X x x AbraZOS', Duermeny
comen juntos
61 X X 3 X x x AbraZOS', Duermeny
comen juntos
66 X 11 X " Abrazos y Duermen
juntos
91 X X 1 X X Abrazos y Duermen
juntos
93 X 15 X X " AbraZOS', Duermeny
comen juntos
95 X 2 X X " Abrazos y Duermen
juntos
101 X 8 X x " Abrazos y comen
juntos

Tabla 5. Resultados encuestas de muestras con medio grado de infeccion.
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Folios Cuidados mascotas Desparasitados
Vacunas | Desparasitacion | Higiene Si No

7 X X X X
8 X X X X

10 X X X X

11 X X X X
15 X X X X

18 X X X X

26 X X X
32 X X X X

34 X X X X

43 X X X X

51 X X X X

53 X X X X

54 X X X X
60 X X X X

61 X X X X

66 X X X

91 X X X X
93 X X X X

95 X X

101 X X X X

Tabla 6. Sequnda parte de resultados encuestas de muestras con medio grado

de infeccion.
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c) Resultados de encuesta de muestras con Bajo grado de infeccion

Folios Mascota Contacto
Perro | Gato | Aves | Otros T. {2;2‘;?“ Exterior | Interior | Mat. Biol | Otro

2 X X X 23 X

6 X 20 X

12 X 4 X X

14 X 7 X

21 X 9 X

22 X X 18 X X X Abrazos
23 X 23 X Abrazos
24 X 9 X X Abrazos
27 X 21 X X Abrazos
29 X 2 X X

33 X X 7 X X Abrazos
40 X 5 X

41 X X X 23 X X

42 X 5 meses X X X Abrazos
44 X 4 X X

45 X 21 X

46 X 6 meses X

47 X 23 X X

48 X 3 meses X X

59 X X 5 X X X Abrazos
63 X 5 X X Abrazos
64 X 8 X X X Duerme
69 X X 2 X X Abrazos
73 X 23 X X X Abrazos
74 X 15 X X X Abrazos
75 X 4 X X

76 X 7 X X X

78 X X X 7 X Abrazos
80 X X X 20 X X Abrazos
81 X 10 X X Comer
85 X 15 X X

87 X 25 X X

88 X X 13 X X

89 X 3 meses X X

90 X 7 X Abrazos
92 X 3 X X X Comer
100 X 5 X X Abrazos

Tabla 7. Resultados encuestas de muestras con bajo grado de infeccion.
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Folios Cuidados mascotas Desparasitados

0

Vacunas | Desparasitacion | Higiene No

2 X X X

6 X

12

14

21

22

23

X [ X [ X | X | X [ X [X [X

24

27

29

33

X [ X | X | X | X | X | X |[X |[X|X

40

41

X | X | X | X

42

44

45

46

X | X [ X | X [ X | X |[X |X |[X

47

x

48

59

63

X | X [ X [ X | X [X | X | X |X[X|X[X|X|[X|X|[X]|X|[X]|X[X]|X

64

72

73

X | X | X | X | X | X

74

75

76

x

78

80

81

85

87

88

89

X [ X | X | X | X [ X [X | X |X[X[X|[X|X|X[X|[X

90

X [ X X [ X | X [X | X [X|X[X|X|[X|X|[X|X|[X]|X[X]|X[X]|X|[X]|X

X [ X | X | X | X [ X | X [X|X[X|X|[X]|X

X [ X | X | X | X [X

92

100 X X X X

Tabla 8. Sequnda parte de resultados encuestas de muestras con bajo grado

de infeccion.
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7.2 Preparacion de la placa de ELISA

Se realizé el procesamiento de 84 muestras de suero iguales en cada una de

las placas de ELISA, a continuacion se muestra la ubicacion de cada muestra:

Tabla 9. Ubicacién de las muestras en la placa de ELISA.

Condiciones En las celdas vacias se colocaron los controles como
Alto grado se indicaba en cada uno de los kits utilizados
Medio grado (metodologia punto 4.4) y las muestras fueron
ordenadas en ese orden por los criterios de inclusion
Bajo Grado ) )
mencionados (metodologia, punto 4.2).
Blanco

Tabla 10. Condiciones de ubicacion de la muestras en la placa de ELISA.

Del total de muestra, 21 muestras fueron de las consideradas de alto grado de
infeccion, 20 muestras de medio grado de infeccion y 43 muestras de bajo
grado de infeccion.
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7.3 Resultados ELISA directo para la identificacion de 1gG

Una vez que se detiene las reacciones las absorbancias obtenidas son las que

muestra la siguiente tabla:

1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 [ 10 | 11 12
A 0.145-0.306 0.306 | 0.264 |0.223]0.298]0.224[0.232| 0.292 | 0.248
B 0.826 | 0.307 | 0.254 | 0.291 | 0.291 |0.294|0.268| 0.21 | 0.29 | 0.256 | 0.213
C 0.865 | 0.226 | 0.276 | 0.287 | 0.263 |0.223]0.3080.283 [0.301| 0.26 | 0.306

0.253 | 0.227 | 0.202 | 0.226 | 0.237 | 0.265|0.188 |0.261|0.201| 0.237 | 0.218

0.263 | 0.268 | 0.293 | 0.299 |0.302|0.275|0.267 | 0.207 | 0.31 0.3

0.252 | 0.305 | 0.287 | 0.309 | 0.26 |0.223|0.255|0.258 | 0.204 | 0.264

0.277 | 0.216 | 0.286 | 0.269 | 0.24 |0.276|0.257|0.218| 0.207 | 0.211

0.306 | 0.275 | 0.299 | 0.275 |0.228|0.2140.281 (0.229| 0.275

Tabla 11. Resultados de absorbancias en la placa de ELISA para IgG.

Acotaciones Los resultados de las muestras

Blanco B cumplieron con los siguientes

Control de punto de corte criterios para poder considerarlos

viables:

Control positivo bajo

Control positivo medio e Blanco sustrato en pocillo

Control positivo alto Al1<0,150

- - « MPCM 20,750
Muestras ubicadas en zona gris

Tabla 12. Acotaciones establecidas para cada uno de los controles utilizados

en la determinacion de IgG.
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El calculo de los valores de control y punto de corte se realizaron de la

siguiente manera:

_ Aysonm (D1) + Ausonm(ED) _0.384 +0.352

Mmcc = 0.368
2 2
A F1) + A G1) 0.636+0.611
PCL = 450NM ( ) 450NM( ) — = 0.623
2 2
A H1) + A A2) 0.767 +0.746
PCM = 450NM ( ) 450NM( ) — = 0.756
2 2
A B2) + A C2) 0.826+0.865
PCH = 450NM ( ) 450NM( ) — — 0.845

2 2

Obteniendo como resultados los siguientes:

Valores de blanco, controles y punto de corte

Blanco 0,145
0,368

0,623

0,756

PCH 0,845

Tabla 13. Valores del blanco y cada uno de los controles utilizados en la

identificacion de 1gG.

La interpretacion de los resultados se obtienen por comparacion con el valor de

punto de corte £ 15%, es decir:
Assonm (Paciente) = MCC + 15% = anti-Toxo-lgG-Ac-positivo

Assonm (Paciente) < MCC - 15% = anti-Toxo-lgG-Ac-negativo
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Debido a las variaciones fisioldgicas y analiticas los resultados de los pacientes
un 15% arriba o abajo del valor calculado como punto de corte son

indeterminados (ubicados en la zona gris).

Por lo tanto, si el valor de MCC= 0.368 + 15% se obtiene las siguientes

condiciones:
Assonm (Paciente) = (0,368 + 15%) 0,423 anti-Toxo-1gG-Ac-positivo
Assonm (Paciente) < (0,368 - 15%) 0,312 anti-Toxo-IgG-Ac-negativo

Entre 0,312 y 0,423 es la denominada zona gris , es decir, las muestras son
indeterminadas. Finalmente en esta determinacion se encontraron solo dos
muestras (Tabla 14.) de las 84 procesadas se ubican en la zona gris, ninguna

positiva y 82 negativas, presentando los siguientes porcentajes (Grafica 1.):

Numero de muestras,

n valor rior al A rbanci .
con valor superior a bsorbancia Tabla 14. Muestras obtenidas

punto de corte
5 0,378
17 0,372

con valores ubicados en la zona

gris en la determinacién de 1gG.

Resultado obtenido expresado en

: Grafica 1.
porcentajes
— Porcentajes
Muestras
Positivas D0 encontrados en los

resultados por

contacto con

Toxoplasma gondii

en la determinacioén
de 19G.

Muestras
Negativas 9804
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7.4 Definicién de cuantitativa de anticuerpos anti-Toxoplasma lgG

Absorbancia Iu/ml__ EN esta identificacion es posible obtener un

valor de 1gG cuantitativamente, mediante

McCC 0.36 5

una curva de calibracion construida con el
PCL 0.62 30

valor del control de punto de corte (MCC) y
PCM 0.75 100 "

3 controles positivos (PCL, PCM, PCH),
PCH 0.84 200

expresado en lU/mL.

Tabla 15. Resultados de los controles expresados en lU/mL.

Cuantificacion de anticuerpos anti-
Toxoplasma IgG

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5 -
0.4

0.3 ¢
0.2
0.1

Absorbancia

0 50 100 150 200 250
IU/mL

Grafica 2. Cuantificacion de 1gG presente en las muestras.
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A continuacion se muestran los valores de absorbancia superiores al punto de
corte en una grafica donde es posible observar la zona gris en la que se

ubican.

Numero  Absorbancia Concentracion Simbolo

de (IU/mL)
Muestra
5 0,378 5.13 ]
17 0,372 5.05 ;‘:

Tabla 16. Conversion de valores de absorbancia a unidades de anticuerpos.

Presentacion de muestras ubicadas
en zona indeterminada

° 7 ‘
e
g 6 === Muestra negativas
[5)
< Muestras positivas
3 'E 4 {1 1 ] {1 {1
TS
.g 2 3 === Punto de corte
<
E 2
3 —@- Muestra 1 en zona
g 1 indeterminada
(&}
0 --<%-- Muestra 2 en zona
0 0.2 0.4 0.6 indeterminada
Absorbancia

Grafica 3. Presentacion de muestras ubicadas en zona indeterminada.
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7.5 Resultados ELISA directo para la identificacion de IgM

Una vez que se detiene las reacciones las absorbancias obtenidas son las que

muestra la siguiente tabla:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.122 0.246 | 0.214 | 0.243 | 0.275 | 0.253 [ 0.219 [ 0.254 | 0.221 | 0.287 | 0.263
0.229 0.249 |JGISBRN 0.238 | 0.292 | 0.2330.209 [ 0.286 | 0.242 | 0.205 | 0.223
0.23 0.3230.264 [ 0.251 | 0.296 | 0.276 | 0.298 | 0.216 [ 0.269 | 0.256 | 0.293

0.481 | 0.336 | 0.221 | 0.248 | 0.273 | 0.233 | 0.287 | 0.214 | 0.284 | 0.201 | 0.227 | 0.221

0.479 | 0.286 | 0.297 | 0.289 | 0.294 | 0.278 | 0.287 | 0.236 | 0.224 | 0.237 | 0.202 | 0.274

0.291 0.235-0.206 0.229 10.294 | 0.275 | 0.234 | 0.262 | 0.226 | 0.206

0.248 | 0.238 | 0.231 | 0.238 | 0.281 | 0.221 | 0.284 | 0.247 | 0.237 | 0.231 | 0.288

T O|mMm OO wm|>

0.265(0.301 | 0.217 | 0.221 | 0.193 | 0.266 | 0.275 | 0.225 | 0.298 | 0.244

Tabla 17. Resultados de absorbancias en la placa de ELISA para IgM.

. Los resultados de las muestras
Acotaciones
cumplieron con los siguientes
Blanco B . .
criterios para poder considerarlos
Control Negativo NC viables:
Control positivo PC « Blanco substrato en pocillo
Punto de corte cov Al <0,150

Muestras ubicadas en zona gris - * MNC<0,250

« MPC 20,400

Tabla 18. Acotaciones establecidas para cada uno de los controles utilizados

en la determinacion de IgM.

El calculo de los valores de control y punto de corte se realizaron de la

siguiente manera:

_ Agsonm (B1) + Asonm(C1) ~0.229+0.230

MNC
2 2

=0.230
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Aysonm (D1) + Aysonm(EL) ~0.481+0.479

MPC = =0.480
2 2
COV =MNC+ 0,2 xMPC =0.330
Obteniendo como resultados los siguientes:
Valores de blanco y controles
Blanco 0,122
MCN 0,230
MCP 0,480
cov 0,330

Tabla 19. Valores del blanco y cada uno de los controles utilizados en la

identificacion de IgM.

La interpretacion de los resultados se obtienen por comparacion con el valor de

punto de corte £ 20%, es decir:

Assonm (Paciente) = COV + 20% = anti-Toxo-lgM-Ac-positivo

Assonm (Paciente) < COV - 20% = anti-Toxo-IgM-Ac-negativo

Debido a las variaciones fisiologicas y analiticas los resultados de los pacientes
un 20% arriba o abajo del valor calculado como punto de corte son
indeterminados (ubicados en la zona gris).

Por lo tanto, si el valor de COV= 0.330 £+ 20% se obtiene las siguientes

condiciones:

Assonm (Paciente) = (0,330 + 20%) 0,396 anti-Toxo-1gG-Ac-positivo

Assonm (Paciente) < (0,330 - 20%) 0,264 anti-Toxo-lgG-Ac-negativo

Entre 0,264 y 0,396 es la denominada zona gris , es decir, las muestras son

indeterminadas.
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Finalmente en esta determinacién se encontraron solo dos muestras (Tabla
19.) de las 84 procesadas que se ubican en la zona gris, ninguna positiva y 82
negativas, presentando los siguientes porcentajes (Grafica 3.):

Muestras con valor

superior al punto de Absorbancia
corte
62 0,352
77 0,347

Tabla 20. Muestras obtenidas con valores ubicados en la zona gris en la

determinacion de IgM.

Resultado obtenido expresado en
porcentajes

Muestras
indeterminada
s (zona gris)

2%

Muestras
Positivas 0%

Muestras
Negativas 98%

Grafica 4. Porcentajes encontrados en los resultados por contacto con

Toxoplasma gondii en la determinacién de IgM.
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8. Discusion

La infeccion por Toxoplasma gondii, se puede dar por estar en contacto con el
reservorio natural o con el mismo parasito en la naturaleza y ser asintomatica
en algunos individuos inmunocompetentes, por lo tanto el objetivo de este
trabajo fue la obtencion del punto de corte en una poblacion con posible
contacto con Toxoplasma gondii, para demostrar que a pesar de no

presentarse manifestaciones clinicas, es posible infectarse.

Todo esto se demuestra realizando identificaciones de anticuerpos especificos
para Toxoplasma gondii, IgM en infecciones agudas e IgG en infecciones

cronicas.

En la identificacion de IgM, se utilizé un kit que demuestra la presencia de este
anticuerpo de manera cualitativa, es decir, inicamente nos indica si existe su
presencia del anticuerpo clase IgM o no, ademas de que el kit permite que no

exista una interferencia con el factor reumatoide, presente en las muestras.

Se obtuvieron 2 valores de las 84 muestras procesadas que estan por encima
del punto de corte (es el valor que obtiene a partir de los controles, indicando
los limites para poder clasificar si es positivo 0 negativo la muestra ante
infeccion de Toxoplasma gondii), pero no es posible considerarlas como
positivas, ya que entre el punto de corte y el valor considerado positivo existe
un = 20% que maneja el kit, por las posibles variaciones fisiolégicos presentes
en el cuerpo, por lo tanto, estos valores no son considerados positivos, pero
tampoco negativo, se encuentran en una zona denominada zona gris
(muestras indeterminadas). En este caso los valores nos indican que la
cantidad de anticuerpos es mayor al punto de corte, pero no para poder ser
considerada como positiva, anteriormente la presencia de IgM era solo en fase
aguda de la infeccion, actualmente la literatura menciona que se puede
presentar este anticuerpo incluso meses después de presentarse esta fase,
porque es posible detectarlos dependiendo la técnica utilizada y la sensibilidad

de las mismas.
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Al revisar los resultados arrojados por las encuestas nos indica que existe un
contacto estrecho con el reservorio natural (gatos) y la convivencia con el
mismo es de afios, al igual que no existe una desparasitacion de los
individuos, en ambos casos, siendo una de las razones de un contacto con T.
gondii, lo que confirma la existencia de este anticuerpo, pero sin desarrollo de

enfermedad.

En la identificacion de IgG, se utilizo un kit que demuestra la presencia de
anticuerpos de manera cualitativa y cuantitativa, la parte cualitativa de la
prueba, se obtuvieron de igual forma 2 muestras de las 84 procesadas con
valores por encima del punto de corte, pero igual que en la identificacion de
IgM, el kit maneja una rango de +15% del valor de punto de corte, por la
existencia de variaciones fisioldgicas, por lo tanto las 2 muestras entran
nuevamente en una denominada zona gris (muestras indeterminadas), pero
cabe destacar que la IgG es un anticuerpo que se detecta en infecciones
cronicas y tiende a permanecer por afios detectable. Al revisar los resultados
obtenidos de las encuestas ambos casos presentan contacto estrecho con el
reservorio natural, de afios esa convivencia, ademas del contacto con el
material biolégicos, uUnicamente una de ellas, siendo una de las causa de
porque existié el contacto con T. gondii, mientras que la otra muestras no indica
que tenga contacto con el material biolégico, pero un factor que puede ser el
causante de esa infeccion es el contacto estrecho con la mascota, y la
convivencia del mismo en el exterior, donde posiblemente pudo haberse

infectado la mascota y del porque se encuentra presente este anticuerpo.

En el caso de la parte cuantitativa, es posible corroborar mediante el calculo de
IU/mL de anticuerpo de cada uno de los controles y del titulo de punto de corte
que los dos valores que se encontraron por arriba del punto de corte (5 IU/mL),
no son considerados positivos, porque se ubican en la zona gris que equivale
entre 6 y 4 IU/mL y siendo el control positivo bajo de 30 IU/mL, por lo que la
cantidad de anticuerpo en cada una de las muestras es baja para poder

considerar positivas las muestras.
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Finalmente ambos individuos presentaron un titulo de anticuerpo por encima
del punto de corte, pero hablando cuantitativamente no tan alta para poder
considerarlo como enfermedad, Unicamente contacto con T. gondii sin

desarrollo de la parasitosis.
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. Conclusiones

* Se obtuvieron muestras con unos titulos de anticuerpos considerados,
con lo que es posible comprobar la existencia de un contacto con T.
gondii, por la convivencia con el reservorio natural, por lo tanto la

hipotesis establecida fue comprobada.

* Los puntos de corte obtenido fueron para IgG de 0.36 y para IgM de
0.23.

* Los objetivos fueron cumplidos ya que se obtuvieron los puntos de corte
para cada uno de los anticuerpos identificados y fue posible clasificar la
seropositividad de las muestras como individuos infectados sanos pero

sin una sintomatologia para ser clasificados como enfermos.

* A pesar del gran numero de muestras, solo pocas presentaron la
existencia de contacto con T. gondii, por lo que los cuidados o medidas
de prevencion que toma esta poblacién de estudio son de mucha

importancia.

* Seria interesante realizar otra estudio pero en una poblacion sin
mascota, cuél seria la prevalencia de la respuesta inmune, porque el

tener mascota no es la Unica forma de tener contacto con T. gondii.
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