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RESUMEN

Toxoplasma gondii es un protozoario que es contraido por un tercio de la poblacion mundial;
cuando se infecta la mujer en estado de gravidez puede afectar a su producto, causandole
anomalias congénitas, trastormnos oculares, neurologicos e incluso la muerte; también los
pacientes inmunosuprimidos son afectados ya que l!la toxoplasmosis es una causa
importante de enfermedad oportunista.

Generalmente la toxoplasmosis es una infeccion que cursa asintomatica por lo que se
requiere de un diagndstico oportuno para su tratamiento; de aqui que es de gran utilidad el
empleo de técnicas altamente sensibles y especificas como lo es el inmunoensayo ligado a
enzima, este método ofrece multiples ventajas y sus costos son accesibles.

En el presente trabajo se pretende realizar una comparacion entre las técnicas de
inmunofluorescencia y la técnica de ELISA, la cual se trabajara con un antigeno estabilizado
ya que este se degrada facilmente por la accion de las proteasas.

Se determinara la concentracion de anticuerpos contra Toxoplasma gondii en sueros de
pacientes sospechosos de toxoplasmosis empleando un antigeno proteico estabilizado y
conjugados comerciales anti IgA, anti IgM y anti IgG ligado a peroxidasa de rabano por el
meétodo de ELISA indirecto.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemorables las enfermedades parasitarias en el hombre han tenido gran
importancia clinica, dentro de las causadas por protozoarios una de las mas relevantes es
la toxoplasmosis cuyo agente etiologico es un parasito intraceluiar obligado llamado
Toxoplasma gondii; este protozoario infecta aproximadamente a la tercera parte de la
poblacion mundial, presentandose generalmente en regiones donde el gato constituye una
mascota comun. La infeccion en el hombre generaimente carece de importancia ya que
so6lo es un huésped intermediario, pero en mujeres en etapa reproductiva la primoinfeccion
puede producir aborto y en estado fetal la toxoplasmosis trae graves complicaciones tales
como hidrocefalia, calcificacién intracerebral o retardo mental; actualmente adon se
reportan casos de toxoplasmosis en menores y cada dia adquieren mayor importancia los
casos de enfermedades oportunistas en pacientes inmunosuprimidos, por lo cual es de
primordial importancia para los laboratorios disponer de métodos diagnédsticos efectivos.

En la practica clinica diaria el laboratorio emplea diversas técnicas para el diagndstico de
la toxoplasmosis, las cuales tienen ventajas y limitantes: la prueba de Sabin y Felman
tiene como inconveniente el uso de toxoplasmas vivos, |0 que presenta un riesgo para el
analista; la hemaglutinacién indirecta tiene limitaciones para el diagnéstico de la infeccion
aguda adquirida y neonatal transplacentaria; por otra parte la prueba de
inmunofluorescencia requiere de organismos vivos, es una prueba sensible, especifica y
reproducible en un 90%, siempre y cuando la realice personal capacitado, ademas hay
que considerar resultados falsos positivos ocasionados por la presencia de factor
reumatoide y anticuerpos antinucleares, y finalmente la prueba de inmunoensayo ligado a
enzima (ELISA) tiene una correlacién mayor al 90% comparada con el método de Sabin y
Felman e inmunofiuorescencia, en términos generales la interpretaciéon de los titulos con la
prueba de ELISA es semejante al de estas pruebas.




La implementaciéon de técnicas inmunoenzimaticas como |la ELISA es una alternativa cuya
realizacién trae miultiples beneficios ya que es altamente sensible, especifica, econdmica,
de facil elaboracién y no requiere de personal capacitado para su lectura, ademas de que
la cantidad de muestras que se pueden procesar es mucho mayor en comparacion con
otras técnicas; sin embargo, el antigeno utilizado es muy inestable por lo cual se propone
estabilizar el antigeno de Toxopl/asma gondii con formalina ya que para otros parasitos
(Tripanosoma cruzi) se ha observado ser conveniente pues aumenta la especificidad. De
aquf que en este trabajo se proponga realizar un estudio comparativo entre el método de
inmunofluorescencia y el método de ELISA utilizando el antigeno estabilizado con el
proposito de comprobar la especificidad de este ultimo y presentarlo como técnica
alternativa en el diagndstico de |la toxoplasmosis.

J
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

Toxoplasma gondii fue descubierto por Nicolle y Manceaux (1908) en un pequefio roedor
conocido como Ctenodactylus gundi en Tunez y al mismo tiempo en Sao Paulo, Brasil en
conejos de laboratorio (1). Su clasificaciéon taxondmica corresponde a un esporozoario
ubicuo de subphylum Apicomplexa (2), subclase Coccidia, familia Sarcocystidae y género
Toxoplasma. El término toxoplasmosis se refiere a la enfermedad causada por este
parasito que es capaz de infectar una gran variedad de células de todos los tejidos de los
vertebrados, especialmente se les encuentra en ceélulas del sistema reticulo endotelial,
células del sistema nervioso central y en ceélulas musculares; Toxoplama infecta a la
poblacién humana, aves, peces y mamiferos domesticos y silvestres, siendo el gato el
unico hospedero definitivo, el hombre y otros animales de sangre caliente son solamente
huéspedes intermediarios (3, 4, 5, 6).

La toxoplasmosis es la zoonosis mas difundida en la naturaleza y en general es mas
frecuente en los paises de clima calido y humedo que en los frios y secos (7), el gato
como huésped definitivo juega un papel importante en la dinamica de transmision del
parasito al humano ya que al parecer |a toxoplasmosis so6lo existe donde hay gatos (8). el
hombre adquiere la infeccidn al comer carne cruda o no suficientemente cocida que
contiene quistes tisulares provenientes de ovejas, cerdos y vacunos (9, 10), también ai
ingerir agua (11) o alimentos contaminados con ooquistes liberados al ambiente a traves
de las heces de los gatos, al manipular carne contaminada, por transfusiones o

transplantes y por via transplacentaria (12).

Las encuestas serolégicas efectuadas en diferentes paises indican una infeccion del 30 al
50% de los adultos sanos entre 30 y 40 afios de edad, estas cifras varian de un jugar a
otro dependiendo de factores geograficos y climaticos, habitos alimentarios, tipo de




trabajo, a la higiene ambiental y a la presencia de gatos infectados, como hace mencion
Weigel (10) en un estudio realizado en 43 granjas en llinois donde encontré una
seroprevalencia del 31% y como factores de riesgo asociados a esta infeccidon el elevado
ntmero de gatos infectados, abundancia de gatos machos y la crianza de puercos.

En México Velasco y colaboradores (7, 12) en 1992 realizaron un estudio serolégico sobre
la toxoplasmosis con sueros de la encuesta nacional seroepidemiolégica, encontrando una
seroprevalencia del 32% a una dilucion de 1:16, los resultados obtenidos registran mayor
prevalencia en la region costera, en el nivel socioeconémico bajo y un alto indice en la
etapa reproductiva de la mujer.

2.2 Morfologia

Toxoplasma gondii se puede encontrar de tres formas dependiendo de la etapa que
atraviese en su ciclo biolégico (5, 13): primeramente tenemos las formas quisticas se
desarrollan tanto en el huésped intermediario como en el definitivo, pueden contener hasta
300 bradizoitos y son capaces de persistir en los tejidos, se multiplican lentamente y sus
formas son delgadas (2 por 7 um), invaden preferentemente ceélulas neurales y
musculares, puede reactivarse cuando se deteriora la inmunidad celular. La segunda
forma son los ooquistes que presentan una pared gruesa y resistente, sélo se forman en
las células mucosas de los intestinos de los gatos y subsecuentemente se secretan en las
heces (conteniendo esporozoitos), los ooquistes se excretan de 3-10 dias después de que
el gato ingirio quistes, de 18 dias o mas después de ingerir ooquistes y de 13 dias o mas
despues de ingerir taquizoitos (14). Y por ultimo los taquizoitos que son la forma activa de
replicacion, responsable de la diseminacion de la infeccion y de la destruccion tisular, se

localizan en sangre y tejidos durante la infeccién aguda.

La morfologia del trofozoito de Toxoplasma gondii puede ser descrita como una estructura
de forma semilunar o en arco de 4 a 6 micrémetros de longitud por 2 a 4 micrometros de
ancho, con un polo anterior mas aguzado, una cara convexa y ia otra generaimente
concava. La tincion con giemsa pone de manifiesto el nucleo rosado de ubicacion central o
paracentral y el citoplasma coloreado de azul; al microscopio electronico se observa un
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polo anterior un anillo polar y una formacion coénica hueca (conoide) cuya base esta
dirigida hacia el interior del parasito, por delante del conoide parece continuarse en los
roptries (15) (estructuras delgadas, cilindricas, homogéneas y divergentes en direccion al
centro del parasito), el conoide puede ser prominente y en este caso, representar un
organelo apropiado para perforar la membrana de la célula hospedera, ademas en el
citoplasma se distinguen mitocondrias, granulaciones, fibras delgadas y el aparato de
Golgi, el nucleo redondo u oval es semicentral y esta algo desplazado hacia el polo
posterior tiene una doble membrana y posee un nucléolo (4, 16). Ver figura 1.

Anillo polar y
Nervaduras sistema conoide

radiales

Aparato de .
Golghi Roptries
Granulos
osmofilos

N Reticulo

endoplasmatico

Mitocondrias

Figura 1. Ultraestructura de Toxoplasma gondii. (4)




2.3 Ciclo Biolégico

Los toxoplasmas son capaces de parasitar cualquier célula nucleada, pero de preferencia
se les encuentra en células del sistema nervioso central, en células del sistema reticulo
endotelial y en las ceélulas musculares. Cuando los trofozoitos penetran a las células se
forma una vacuola parasitéfora (17) en la que se reproducen los parasitos de forma
asexuada por endodiogenia y poliendogenia pasando rapidamente de una célula a otra,
esta muitiplicacion intracelular acelerada de toxoplasma (taquizoitos) origina la formaciéon
de pseudoquistes o sea células repletas de parasitos. Si el huésped desarrolla
rapidamente una respuesta inmunitaria los taquizoitos que se encuentran en el interior de
la vacuola celular se reproducen muy lentamente (bradizoitos) y da como resultado la
formacion de un quiste, éste se desarrolla en las células mucosas del intestino en
miembros de la familia de los gatos (3, 12).

En el hospedero definitivo los bradizoitos y los esporozoitos invaden las células epiteliales
del intestino y se reproducen por esquizogonia con 0 que se producen los merozoitos, es
probable que esta fase esquizogdnica sea precedida de otros mecanismos de
reproduccion asexuada. Los merozoitos pueden penetrar a nuevas celulas o
transformarse en gametocitos, que son los precursores de los gametos masculinos y
femeninos. El microgameto (gameto masculino) debido a la movilidad que proporciona sus
flagelos abandona la célula y penetra en otra en la que exista un macrogameto (gameto
femenino), de esta forma se inicia la gamogonia produciéndose la fecundacion y el cigote
resultante sale a la luz intestinal recubierto de una membrana transltcida, esta formacion
recibe el nombre de coquiste no esporulado no es infeccioso y se elimina en las heces del
animal. En el medio externo cada ooquiste sufre otro proceso de reproduccion asexuada
(esporogonia), formandose en el interior de éste dos esporozoitos, cada uno de los cuales
madura en cuatro esporozoitos y si las condiciones son favorables pueden permanecer

viables en el suelo durante un afio o mas (4, 12). Ver figuras 2 y 3.




taquizoitos bradizoitos
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\ HERBIVOROS

CARNIVOROS

Figura 2. Ciclo evolutivo de Toxoplasma gondii en la fase tisular. (4)
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Figura 3. Ciclo evolutivo de Toxoplasma gondii en la fase intestinal. (4)
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2.4 Patologia

La infeccion por toxoplasma en humanos por lo general cursa asintomatica, esto depende
de la cepa infectante, la dosis, via de infeccién y respuesta inmune del huésped, durante ia
infeccién aguda se produce la diseminacion del parasito a diversos tejidos y sélo una
pequenia fraccion presenta sintomas tales como fiebre, malestar general, mialgias, astenia,
erupcién cutanea, odinofagia y hepatdéesplenomegalia. Si el bhuésped es
inmunocompetente se desarrolia en forma paralela la inmunidad celular especifica que
termina controlando fa infeccion y formando quistes histicos que persisten de por vida
especialmente localizados en el cerebro, retina, corazén y musculos, a partir de entonces
se entra en etapa de infecciéon crénica latente (12, 18, 19).

En pacientes inmunosuprimidos puede reactivarse la infeccion y aparecer como infeccion
oportunista, es el caso de pacientes con neoplasias, transplante de drganos y pacientes
infectados con virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Algunos autores tales como Lee
(20) sefialan que una de las primeras manifestaciones de pacientes con virus de
inmunodeficiencia adquirida es la retinocoriorretinitis, mientras que Roberts (21) advierte
que esta es una enfermedad recurrente y progresiva que puede causar morbilidad severa,
por otra parte Chandenier (22) reporta dos casos de pacientes, uno de ellos desarrolio
miocarditis y el otro tuvo una falla congestiva del corazén después de contraer

toxoplasmosis.

La forma mas frecuente de manifestarse la toxoplasmosis en el paciente inmunodeprimido
por el VIH es |la afeccion del sistema nervioso central, produciendo abscesos, encefalitis u
otra encefalopatia, las manifestaciones mas frecuentes son: fiebre, hipertension
endocraneana, convulsiones, trastornos de la conciencia, deficiencias visuales y
alteraciones psiquiatricas . Las formas meningoencefalica y pulmonar son poco comunes

pero se han incrementado notoriamente por presencia del VIH (23, 24).

La toxoplasmosis congénita es en la mayoria de las veces consecuencia de una infeccion
aguda adquirida por la mujer embarazada que trasmite durante la gestacion al embrion; en
un estudio realizado por Allain (25) y colaboradores encontraron de 3 a 16 fetos infectados

con toxoplasma por cada 10,000 mujeres embarazadas.
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Si la infeccion es transmitida en los primeros meses de embarazo se puede presentar
aborto, muerte fetal o anomalias congénitas, estos nifios al nacer pueden presentar signos
de infeccion mas o menos severos, la patologia mas frecuente en estos casos es
hidrocefalia, calcificaciones intracerebrales, dafios encefalicos, retraso mental y pérdida de
agudeza auditiva (5, 26, 27, 28). Cuando la infecciéon ocurre en los ultimos meses las
alteraciones son menores, no presentan sintomas al nacer, pero puede revelarse
trastornos oculares o neurologicos meses o afos después del nacimiento tales como la
coriorretinitis (12, 29, 30). Al respecto Couvreuret (31) realizé un estudio en Francia
donde contempla los Jditimos 40 afios encontrando que el 71% de los casos de
toxoplasmosis congénita son infraclinicos al momento de nacer y solo el 5% son severos y
ademas que la seroconversion durante el embarazo es del 1.48% con un 40% de riesgo
de contaminacion fetal si no es tratado y menciona que el riesgo de adquirir una fetopatia
ocurre primordialmente a las 26 semanas de gestacion, por otra parte Dunn (32) y
colaboradores realizan un estudio donde reportan que un 6% de las mujeres se infecta
durante las primeras 13 semanas y que estos nifios presentan signos clinicos de infeccion
al nacer, mientras que un 72% se infecta a las 36 semanas y solo el 10% de los nifios
presentan complicaciones a largo plazo.

2.5 Diagnéstico

La demostracion de la existencia de diferentes clases de anticuerpos especificos para los
diversos antigenos de toxoplasma y la aparicion de estos mismos en diferentes estadios
de la infeccidn han impulsado al desarrollo de diversas pruebas de diagnoéstico serolégico.
En la practica se investigan 1gG, IgM e IgA anti-toxoplasma, se piensa que durante la fase
inicial de la infeccién ios anticuerpos 1gG, IgM e IgA estan dirigidos contra los antigenos
mayores de la membrana y gue la liberacion de antigenos citoplasmicos solo produce
estimulo de las IgG (4). Los primeros anticuerpos que se detectan son los de tipo IgM que
aparecen en la primera semana y llegan a un maximo en 15 dias y caen a tituios bajos que
normalmente desaparecen en un afio o mas, en forma paralela otro anticuerpo de tipo IgG
aparece de 2 a 4 semanas y alcanzan su pico maximo de 2 a 6 meses mas tarde, pueden
persistir por toda la vida (12, 33, 34, 35). Ver figura 4.
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Figura 4. Concentracion de anticuerpos en la toxoplasmosis. (34)

Los métodos indirectos se basan en la determinacién de anticuerpos en suero. Diversas
pruebas tales como las de Sabin y Feldman, la inmunofluorescencia indirecta (IFI),
inmunoenzimaticas (36) (ELISA) y hemaglutinacion indirecta (HAI1) son algunas que se
emplean para el diagnéstico de la toxoplasmosis. La prueba de Sabin y Feldman es
sensible y especifica, pero compleja y peligrosa por utilizar toxoplasmas vivos, solo se
realiza en laboratorios especializados (37, 38). la hemaglutinacion indirecta es poco
reproducible y no debe emplearse para el diagndstico de infeccion congénita ni para los
casos de infeccion aguda, esto debido a que los anticuerpos que detecta se desarrollan
mas lentamente; la prueba de inmunofluorescencia indirecta es la mas utilizada, es una
técnica simple y rapida en la cual se miden anticuerpos clase 1IgG o IgM, los anticuerpos
antinucleares y el factor reumatoide pueden ocasionar falsos positivos en la determinacion
de anticuerpos IgM. La prueba de IFI-IgM ayuda a establecer el diagndstico de la infeccion
aguda debido a que los anticuerpos IgM aparecen al principio y desaparecen mas pronto
en comparacion con los anticuerpos IgG, los titulos de anticuerpos considerados como

significativos en IFI para la mayoria de los laboratorios es de 1:256 (12).

La técnica de inmunoensayo ligado a enzima es simple y objetiva para determinar
anticuerpos IgG e IgM, los resultados obtenidos con ella se correlacionan bien con el resto
de las pruebas, la positividad en la determinacion de IgM por este meétodo define la
infeccion aguda. Otra posibilidad es la medida de la avidez de los anticuerpos I1gG, que se
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basa en la medida de la afinidad de los anticuerpos por su antigeno; durante la fase inicial
de su produccién poseen una afinidad baja (infeccion reciente) y a medida que transcurre
el tiempo ésta aumenta progresivamente (infeccién cronica); sin embargo algunos autores
consideran que la informacion serologica aislada no basta para establecer el diagnéstico,
salvo cuando el titulo es extremadamente elevado (1:16000 o mas) y se correlacionan
con el cuadro clinico, ya que titulos elevados 1:20000 carecen de significancia clinica en
individuos sanos, mientras que titulos de1:2 es importante en pacientes con coriorretinitis
4,7, 12).

2.6 Tratamiento

El tratamiento esta indicado para todos los pacientes con manifestaciones clinicas, hasta
la fecha no existe un tratamiento completamente eficaz; el mejor es la administracion de
pirimetamina con trisulfa. Se utiliza también [a clindamicina, espiramicina, en las
infecciones adquiridas durante el embarazo no se recomienda el uso de pirimetamina y se
debe prescribir sulffonamidas y espiramicina (39).

2.7 Prevencion

Cocer perfectamente |la carne antes de consumiria. La congelacion también

destruye las formas parasitarias.

" Dar a los gatos alimento seco, enlatado o hervido e impedir que cacen o coman
desperdicios de los basureros. Eliminar diariamente las heces de los gatos ya sea
en el retrete, quemarias o enterrarias.

° Desinfectar diariamente con agua hirviendo las cajas con arena en que defecan los
gatos usando guantes cuando se manipule el material que pueda ser infectante.

° La arena del gato que esté seca debe ser eliminada sin sacudirla para evitar la

dispersion de ios ooquistes en el aire.
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Lavarse perfectamente las manos después de manipular carne cruda o de estar en

contacto con tierra que quiza esté contaminada con heces de gatos.

Las mujeres embarazadas, salvo aquellas qQque posean anticuerpos contra
Toxoplasma gondii deben evitar participar en cualquiera de las actividades para

contraer la infeccidn.

Se recomienda la realizacion de pruebas serologicas a las mujeres antes de
embarazarse. Si el resultado es positivo a IgM se da tratamiento. También es
recomendable practicar la deteccidn de anticuerpos a los recién nacidos de madres

con serologia desconocida.

2.8 Antigenos de Toxoplasma gondii

La membrana de toxoplasma cumple con muchas funciones, entre ellas se incluye el rol
de ataque, las sefiales de invasién y transporte e interaccién con la respuesta inmune del
hospedero, diversas moléculas llamadas antigenos de superficie se encuentran sobre la
membrana de este parasito en sus diferentes estados (40). La produccién de anticuerpos
monoclonales ha sido util en la purificacidon y caracterizacidon de antigenos frente a un
parasito (41), en este caso para Toxoplasma gondii que pasa por diferentes estadios
bioldgicos a lo largo de su ciclo, es muy compleja y depende tanto de la cepa infectante
como de la fase que curse, basicamente estos antigenos pueden encontrarse sobre la
membrana o en el citoplasma del parasito.

En un estudio realizado por Handman y col. (42) en donde caracterizan por primera vez
antigenos de membrana de Toxoplasma gondii mediante ia preparacion de anticuerpos
monoclonales (2G11, 3E6, 1E3, 1E11), marcan radioactivamente a taquizoitos, solubilizan
las proteinas de membrana e identifican por electroforesis 4 proteinas con peso molecular
aparente de 43000, 35000, 27000 y 14000 Da. Posteriormente en 1983 Johnson y col. (43)
realizan un analisis de los antigenos solubles y encuentran otro componente antigénico de
98000 Da, en el cual el antigeno soluble reacciona con el anticuerpo por hemaglutinacion
indirecta, pero no reacciona contra antigenos de membrana por inmunoftluorescencia
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indirecta, lo cual sugiere que el antigeno de 98 Kd es un componente soluble del
citoplasma y no se presenta en la superficie de la membrana de los taquizoitos. Otras
proteinas mayores de la membrana se reportaron con peso molecular de 22, 30, 35y 43
Kd, de estas la p30 es la proteina dominante y comprende un 5 % del total de las
proteinas del taquizoito, consecutivamente se purifica la proteina p30 para obtener
finalmente antigenos de 30 Kd (44). Otros investigadores como Sharma y col. utilizando fa
técnica de western blot encontraron anticuerpos de tipo IgG e IgM en suero humano
reconociendo tres antigenos mayores con peso molecular aparente de 32000, 22000 y
6000 Da (45).

Por otra parte Decoster y col. (46) observan la respuesta inmune producida por los
antigenos excretados y secretados (ESA) por los taquizoitos y proponen la existencia de
diferentes antigenos en cada fase de la infeccidn, los cuales pueden servir como
marcadores para el diagnostico;, para demostrar lo anterior comparan la respuesta al
anticuerpo utilizando antigenos de membrana y ESA durante la fase aguda de la infeccion;
donde encuentran que los antigenos 30, 35 y 43 reaccionan contra un anticuerpo de tipo
IgM, estos son detectados tempranamente, pero la reaccién es muy deébil; la respuesta
anti-ESA es mas intensa y se caracteriza por la produccién de anticuerpos de tipo IgM los
cuales reconocen dos antigenos, uno de 97 Kd y otro de 69 Kd. En la fase crénica de la
infeccién se reconocen alrededor de 20 moléculas de antigenos secretados y excretados
tales como 86, 69, 60, 57, 42, 39, 28.5 y dobletes 97-108 Kd, mientras que antigenos de
membrana solamente se detectaron cuatro: 43, 35, 30, y 22 Kd; por lo anterior
demostraron que antigenos excretados y secretados son mas intensamente reconocidos
que los antigenos de membrana y citoplasmicos en la fase crénica y que |a transferencia
pasiva de ESA con anticuerpos especificos inducen una proteccion significativa contra la

toxoplasmosis en ratones nu/nu.

En 1990 Charif y col. (47) caracterizaron y localizaron los antigenos secretados por
taquizoitos, encontrando que los antigenos 21,27, y 28.5 Kd se localizan en los granulos
densos de taquizoitos y se les relaciona con la red del microvello de los poros del parasito.
En 1998 Fisher y col. (48) pusieron de manifiesto la existencia de un antigeno excretado
de 29 Kd conocido como proteina de granulos densos (GRA7), la cual pone de manifiesto
la presencia de toxoplasma intracelular, este antigeno representa por lo menos 0.5% de la
proteina de 7. gondii, en las células infectadas por taquizoitos |a P29 se iocaliza dentro de
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la vacuola parasitéfora y en las células infectadas por bradizoitos la P29 se presenta
dentro del citoplasma, la funcién de GRA7 no se conoce aun, pero es la inica proteina que
se expresa en todas las formas infecciosas de 7. gondii el cual puede ser un punto basico
en las adaptaciones vacuolares requeridas para el desarrollo activo del parasito (49).
Posteriormente se purificd y determino la actividad antigénica de GRA7, el antigeno se
evalud por el método de ELISA en la deteccion de IgG con una sensibilidad del 81%, pero
cuando el antigeno se recombina con una proteina Tg34AR la sensibilidad aumenta hasta
en un 96%, el dominio antigénico mas importante de GRA7 para el suero humano se
localiza entre los residuos 97 y 146, estos resultados pueden ser dtiles para el estudio de

la respuesta inmune (50).

Los antigenos excretados y secretados se pueden utilizar a mediano plazo en diversas
aplicaciones, tal como lo expone Zenner y col. (51) donde proponen una vacuna a partir de
antigenos excretados y secretados para la proteccion de la toxoplasmosis congeénita en
ratas, la inmunizacion de las ratas se realiza con extracto de crudos de toxoplasma o con
ESA después de prefiarias, éstas producen una respuesta a células B que incluye
anticuerpos de isotipo IgG1 y confirieron a los recién nacidos elevados niveles de
proteccion, los experimentos preliminares de inmunizacion se realizaron utilizando dos
antigenos ESA (GRA2 y GRAS) purificados por HPLC, éstos confieren una protecciéon
significativa aunque se prolonga muy poco; este modelo podria resultar muy atractivo para
ia realizacion de futuras vacunas contra la toxoplasmosis congeénita.

Otros investigadores han trabajado con antigenos recombinados tales como Li, Galvan,
Remington y Araujo (52, 53) donde combinan cuatro antigenos (rP22, rP25, rP29 y rP35)
en un ELISA (Rec-ELISA), el cual concluyeron que puede utilizarse para el diagnostico
de la toxoplasmosis en mujeres embarazadas y para la diferenciacion entre la infeccion
adquirida recientemente (toxoplasmosis aguda) y la infeccién adquirida tiempo atras
(toxoplasmosis créonica), también Aubert y col. (54) evaluaron 11 antigenos recombinados
y sugieren que la combinacion de P29, P30 y P35 en IgG Rec-ELISA y una combinaciéon
de P29, P35 y P66 en IgM Rec-ELISA podrian reemplazar la utilizacion de! taquizoito en el
diagndstico serologico de 1IgG e IgM respectivamente.

P——
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2.9 Respuesta inmune de Toxoplasma

Los cambios de fase de Toxoplasma durante su ciclo biologico y su condicion de parasito
intracelular le permiten evadir fos mecanismos de inmunidad (55) del huésped, como es
el caso de {os macrofagos no activados donde el parasito penetra la célula a través de una
union de membrana maévil y forma una vacuola parasitofora en el citoplasma, inhibiendo la
formacion del fagolisosoma del macréfago, impidiendo su digestion y muerte (18, 56). En
otras condiciones, si el parasito se expone a los anticuerpos., se desencadena una
fagocitosis normal asi como la formacién de productos intermediarios reactivos de oxigeno
y nitrégeno que finalmente matan al parasito, ademas las ceélulas citotéoxicas efectoras
(TCE) activadas con el antigeno P30 son capaces de lisar macrofagos infectados con
T. gondii. Sin embargo, se debe tener presente que este parasito invade pocos
macréfagos y tiene preferencia por células libres que lo protegen de la actividad de
anticuerpos y se encuentran dentro de los tejidos solidos en formas enquistadas, que los
protegen de la fagocitosis.

Muchas de las células que invade toxoplasma son no fagociticas, por lo que la respuesta
inmune es a través de ceélulas T (18), durante la infeccion inicial el parasito induce
elevados niveles de interferon-gamma (IFN-gamma) como resultado de la activacion
temprana de células T (57) y de células Natural Killer (NK) (58). Algunos investigadores
reportan la importancia que la sintesis de interleucina 12 (IL-12) por macrofagos durante
las infecciones parasitarias como un evento clave en la regulacion de la inmunidad
mediada por células (IMC), la participacion de la IL-12 es e! mejor mecanismo en la
produccion temprana de interferon gamma, esta citosina promueve la diferenciacion de
ceélulas efectoras TH1 que es importante para la activacion de los macrofagos y en la
activacion de sus funciones microbicidas, tal como la liberacién del 6xido nitrico (58, 59).

Otros investigadores realizaron estudios sobre el papel de las células CD4+ y CD8+ en el
cual estimulan in vitro células esplénicas con taquizoitos, encontrando que las células
CD4+ producen elevados niveles de interferon gamma e interleucina 2 (IL-2) y que las
células CD8+ producen menos interferéon gamma y no se detecta interleucina 2, ademas
observaron la transferencia de la inmunidad de céiulas provenientes de ratones
inmunizados donde las células CD4+ Y CD8+ son mediadoras de la resistencia a la
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reinfeccion, de esta manera concluyeron fa participacion de los linfocitos CD8+ como
células efectoras en la inmunidad inducida y los linfocitos CD4+ participan como auxiliares
en la induccion, proteccidn y en la actividad funcional de CD8+ (60). Khan y col.
reportaron que las céluias CD4+ Y CD8+ son parasitidas a 7. gondii extracelulares y
presentan citotoxicidad independiente de la opzonizacion, secrecién de linfocinas,
actividad de células NK y restriccion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
61).

Otros autores hacen referencia a la participacién de las interleucinas y citocinas: Ely
observé que en ratones deficientes de la cadena p40 del heterodimero de la IL-12 hay una
deficiencia de IFN-gamma y esto los hace muy susceptibles a la infeccion contra 7. gondii,
cuando se administra IFN-gamma exégeno se incrementa su supervivencia y regula la
depresion de ceélulas CD8 super (+), el incremento de células CD8 super (+) es
independiente de la accién de las células CD4 super (+), de lo cual concluye que el
interferon gamma puede regular la respuesta de las células CD8 super (+) durante la
infeccidn de 7. gondii (62); por otra parte Khan y col. mostraron en sus investigaciones
que la citosina IP-10 es un importante quimioatrayente especifico para la activacion de
células T con ratones infectados naturalmente con toxoplasma y por lo tanto sugiere que la
IP-10 interviene en la localizacién y funcion de las células T efectoras a los sitios de
inflamacién (63).

2.10 Métodos Inmunoenzimaticos

Los enzimoinmunoensayos fueron desarrollados a mediados de los aifos sesenta teniendo
como base los métodos de inmunofluorescencia . inmunodifusién e inmunoelectroforesis
(Nakane y Pierce 1966, 1967; Avrameas y Uriel 1966), posteriormente se observo que los
antigenos o los anticuerpos podian ser inmovilizados sobre una fase solida, lo cual hizo
posible la cuantificaciéon de inmunoreactivos en tubos (Engvall y Periman en Suecia, Van
Weemen y Schuurs en Holanda, ambos equipos en 1971), esta técnica permite determinar
la concentracién de un antigeno o de un anticuerpo mediante la actividad enzimatica (36).

Los enzimocinmunoanadlisis son de dos tipos: homogéneos y heterogeneos. En los
primeros no es necesario el paso intermedio de separacion o lavado, en los ensayos

heterogéneos, generalmente conocidos como enzimas fijadas a inmunoabsorbentes
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(ELISA), el anticuerpo o el antigeno se liga a una enzima reteniendo el complejo tanto la
actividad inmunolégica como ia enzimatica (64). Estos ensayos se pueden dividir en
aquellos en los que se marca el anticuerpo, conocido como técnica del sandwich, y
aquellos en los que se marca el antigeno, fijandose el anticuerpo en la fase sdlida (65,
66).

2.10.1 Ensayo tipo Sandwich

Esta técnica puede utilizarse para medir antigeno o anticuerpo; para la medicién de
antigenos existe un primer anticuerpo unido habitualmente a una fase soélida, el antigeno
reacciona con €l, se lava para eliminar sustancias no unidas y se hace reaccionar con otro
anticuerpo dirigido a otros determinantes antigénicos. El segundo anticuerpo esta marcado
con una enzima, tras otro proceso de lavado se revela el ensayo, siendo proporcional el
producto formado a la cantidad de antigeno presente en la muestra.

2.10.2 Ensayo competitivo

Para medicién de antigeno; la muestra se hace competir con antigeno marcado frente a un
anticuerpo (unido normalmente a una fase solida), se lava para eliminar el componente
que ha quedado libre y se relava, la cantidad de producto formado es inversamente

proporcional al antigeno (no unido a enzima) existente a la muestra.

2.10.3 Ensayo indirecto

Se usa para medir niveles de anticuerpo; el antigeno se fija a la fase sdélida que reacciona
con la muestra donde se encuentra el anticuerpo, tras un lavado se afade
inmunoglobulina-anti-globulina humana marcada con una enzima, se vuelve a lavar y se
revela como se ve en la figura 5. La cantidad de producto formado es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpo presente en la muestra.
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1.- Antigeno absorbido a la placa

LAVAR

2.- Ariadir muestra: anticuerpo especifico
se une a la placa Q

LAVAR

E
3.- AfAadir antiglobulina marcada con
enzima aque se une al anticuerpo )\

LAVAR

4.- AfRadir sustrato

Cantidad hidrolizada = Cantidad de anticuerpos presente

Figura 5. Método indirecto de ELISA en microplacas para la deteccidn y
determinacion de anticuerpos. (66)
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2.10.4 Consideraciones generales para inmunoensayo ligado a enzima

Los inmunoreactivos que se unen a la fase solida se pueden clasificar en solubles y
particulados, dentro del primer grupo se encuentran las proteinas, los hidratos de carbono
y los acidos nucleicos, y en el segundo grupo por lo general se utilizan las células
completas, el método mas utilizado para fijar proteinas es la adsorcion fisica directa,
cuando esta fijacion no es efectiva se procede a inmovilizar la proteina covalentemente
mediante la adsorcién y fijacion posterior por interpolimerizacidn con glutaraldehido o con
carbodiimida; los materiales mas comunmente utilizados para la fijacion de
inmunoreactivos son el poliestireno y el polivinilo, estos materiales se usan en forma de
tubos, esferas, placas y varillas. Otros soportes utilizados con buenos resultados son el
nylan, la agarosa, el polipropileno, fa nitrocelulosa, la celulosa, la goma de silicona y el

vidrio.

Después de la etapa de sensibilizacion de la fase soélida persisten sitios de uniéon al
plastico no ocupados, es necesario bloquear estos sitios con proteinas ajenas al sistema.
Para este propdsito se puede utilizar seroalbumina bovina, caseina, suero entero, gelatina,
leche en polvo descremada etc. La etapa de lavado es critica para separar el componente
especificamente unido al inmunoreactante inmovilizado en la fase sdélida, de componentes
que pueden reaccionar en forma no especifica. La adicion de un detergente no i6nico a la
solucién de lavado funciona adecuadamente, como ejemplo tween 20 en una

concentracion al 0.05%.

El conjugado se prepara mediante la unién covalente de una enzima o un antigeno o un
anticuerpo, esta reaccion se lleva a cabo con glutaraldehido, en donde dos moléculas que
tengan grupo amino libres pueden unirse con dos grupos carbonilo del glutaraldehido. Esta
reaccion puede realizarse en una o dos etapas. Las enzimas utilizadas satisfactoriamente
son la peroxidasa de rabano picante, la glucosa oxidasa, la beta galactosidasa y la
fosfatasa alcalina (64). Los criterios para la eleccion de una enzima se resumen en el

cuadro 1.
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Deben ser estables durante su almacenamiento, ya sea libres o conjugadas
Deben ser de facil preparacion, obtenerse con elevada pureza y bajo costo

La actividad enzimatica debe ser alta, ya sea como enzima libre o como
enzima conjugada

La actividad enzimatica debe ser facilmente detectable

Deben ser compatibles las condiciones del ensayo

Deben poseer grupos quimicos reactivos para la conjugacion

Deben ser facilmente conjugables a anticuerpos u otros sistemas de deteccion
La enzima del conjugado no debe estar presente en el componente que se

fijara a la fase solida

Cuadro 1. Criterios para la eleccion de una enzima. (64)

Para determinar la actividad enzimatica es necesario la adiciéon de una sustancia que
ponga de manifiesto dicha actividad mediante el desarrollo de color, para lo cual existe una
amplia gama de sustratos cromogénicos. En la elecciéon de sustrato debe considerarse

ciertos requisitos qQue se muestran en el cuadro 2.

-

3.
enzimatica

4. No deben ser fotosensibles

5. Debe haber un amplio rango de linealidad entre el color y la concentracion de
enzima

6. Debe ser de bajo costo y facil disponibilidad

Deben ser solubles en agua, incoloros y no téxicos

El producto formado debe poseer un alto coeficiente de extincidn molar, con un
maximo de absorbancia entre 400 y 600 nm

Deben ser estables al almacenamiento y luego de la detencién de la reaccién

Cuadro 2. Requisitos para la eleccion de sustrato. (64)



En el caso de los conjugados a peroxidasa se utilizan varios sustratos como la
fenilendiamina, la o-toluidina, el acido 5-amino salicilico, el 3-amino-9 etil carbazol, la
4-amino-antipirina y el acido 3-dimetilamino benzoico, entre otros; para los conjugados a
fosfatasa alcalina uno de los sustratos adecuados es el nitrofeniifosfato.

Una vez establecido el equilibrio en el sistema, el desarrollo de color se mide
espectofotométricamente a una determinada longitud de onda . En el caso de no realizar la
lectura inmediatamente, se adiciona una solucién de paro que detiene la reacciéon y
permite llevar a cabo la lectura en un periodo de tiempo mas amplio (64).

2.11 Propiedades Generales de iInmunoglobulinas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas que elaboran los vertebrados al ser
estimulados con un antigeno y que tienen la capacidad para reaccionar especificamente
con el inductor, todas las inmunoglobulinas poseen una estructura comun que consiste en
dos cadenas polipeptidicas idénticas ligeras (L) (PM aproximado 23,000 Daltons) y dos
cadenas polipeptidicas idénticas pesadas (H) (PM aproximado 55,000 a 70.000 Dailtons)
unidas por puentes disulfuro covalentes. Esto forma una estructura bilateralmente
simétrica. Las cadenas H Y L tienen una region terminal-C constante y una region
terminai-N variable. Ver figura 6.

Las regiones variabies se relacionan con la union al antigeno, en tanto que las constantes
se ocupan de varias funciones biologicas, como es la activacion del complemento vy fijacion
a receptores de superficie (18, 33, 34, 64, 66). Las inmunoglobulinas se clasifican con
base en su estructura primaria de sus cadenas pesadas. 19G, IgM, IgA, IgD e IgE, estas
difieren en tamafo, carga, composicion de aminoacidos y carbohidratos, lo cual puede

observarse en el cuadro 3.
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Cadena H
Regiodn de bisagra

Sitios de rotura: Pepsina
Papaina

~

Cadena H

Cadena L .

Figura 6. Modelo esquemaitico de una molécula de anticuerpo humano 1gG1 que muestra {a
estructura basica de 4 cadenas y dominios. (18)
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1aG IgA IgM igb 1IgE
Clase de cadena H - Y o in S €
) v1, 72, v3,
Subclases de cadena H* a al, a2
¥
Tipo de cadena L KY A KY A KY2A L RYA YA
Férmula molecular €2l
Coeficiente de sedimentaci6 8
Peso molecular (ap 000 | 1900000
Movilidad electrofkla'r- .
- ) v rapida
(promedio)
Fijacién de! complemento 0
(clasica)
Concentraciéon en suero
l 0.05
(aproximada mg/dL)
Vida media en suero (dias)
Paso a través de placenta o]
Desgranulacion de células
A
cebadas o basofilos
Lisis bacteriana + + ++
Actividad antiviral +++ + ?
J - Cadena J
SC — Componente secretor para ig secretora
Cuadro 3. Propiedades de las inmunoglobulinas humanas. (18)
24

{FAJL“- -U-Ll \Jiuu'

IT}:

AsZ




2.11.1 Inmunoglobulina G (IgG)

Esta comprende aproximadamente el 75% de las inmunoglobulinas séricas totales con un
peso molecular aproximado de 150,000 Da. Se encuentra distribuida en el liquido
extracelular y es la unica inmunoglobulina capaz de atravesar la placenta en el humano,
siendo la responsable de la proteccion del recién nacido durante los primeros meses de
vida. La 1gG se fija al complemento a través de un receptor FC presente en la region
constante de la cadena pesada, la IgG se fija a la superficie de las células y microbios, lo
que permite que sean fagocitados o asesinados por células citotoxicas, ademas fija el
complemento del suero y tiene participaciéon en la citotoxicidad natural de células con
receptores Fc. Existen cuatro subclases de IgG: IgG1, 1IgG2, 1IgG3, 1gG4, cada una de las
cuales con comportamiento diferente ante el complemento.

2.11.2 Inmunoglobulina M (IgM)

Esta constituye aproximadamente el 10% de las inmunoglobulinas totales y presenta una
estructura pentameérica, es decir esta formada por cinco unidades basicas idénticas, con
un peso molecular alrededor de 900,000 Da. La IgM aparece frecuentemente en etapas
tempranas en la respuesta inmune durante procesos infecciosos, tambien es la
inmunogiobulina que se manifiesta sobre la superficie de las células B, en particular los

linfocitos B, ademas es la mejor fijadora del complemento.

2.11.3 Inmunoglobuina A (IgA)

La IgA representa del 15 al 20% del total de tas inmunoglobulinas del suero presenta un
peso molecular de 400,000 Da para la IgA secretora y de 160,000 Da para la IgA sérica
monomeérica. En el humano mas del 80 % se encuentra como monémero, pero en el suero
de muchos mamiferos se presenta como polimérica, comunmente como dimero. La IgA
sérica es una unidad aislada de inmunoglobulina, en tanto que la IgA secretoria esta
constituida por dos unidades conectadas entre si por una cadena J.




La IgA secretoria proporciona el mecanismo de defensa primaria contra las infecciones
locales, ya que predomina en secreciones corporales como saliva, calostro, bilis, lagrimas
y secreciones respiratorias e intestinales, su funcién especifica es la inactivar virus y
desarrolla un importante papel en la prevencion de las enfermedades alérgicas, al unirse
con antigenos que normalmente se ingieren con los alimentos o penetran por via aérea,

como polvo, polen etc.

2.11.4 Inmunoglobulina D (IgD)

Es una unidad monomera con peso molecular es de 180,000 Da. Se encuentra en las
superficies de los linfocitos B que también tienen IgM, pocas veces Sse secretan
cantidades significativas en condiciones normales y sélo se hallan rastros de ella en la
sangre. Es relativamente labil a la degradacion por calor.

2.11.5 Inmunoglobulina E (IgE)

La IgE esta presente en el suero en concentraciones muy bajas (aprox. 0.004%). Con
peso molecular aproximado de 190,000 Da. Esta baja concentracion se debe a que tan
pronto como se produce en los plasmacell, su poder citofilico hace que se adhiera a la
membrana celular de macréfagos, mastocitos y basdéfilos. Cuando el antigeno se pone en
contacto con la IgE, la célula cebada o el baséfilo liberan sustancias mediadoras
inflamatorias que originan muchas de las manifestaciones agudas de las enfermedades
alérgicas. La IgE participa en los trastornos alérgicos, los valores aumentados de Igk en el

suero pueden ser senal de infestacion por heimintos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

tLa -ditima encuesta realizada por el departamento de parasitologia del Instituto de
Diagndéstico y Referencia Epidemiolégico (1992) sobre toxoplasmosis en México, encontro
seroprevalencia del 32%, es decir, aproximadamente un tercio de la poblacion se infecta
(8). Datos recientes sefnalan que en Meéxico se reportan actualmente casos de
toxoplasmosis en nifios (26, 28, 29) y en pacientes inmunosuprimidos (23, 24), el costo-
beneficio del diagndstico oportuno de esta infeccion es positiva a la sociedad y evita el

dafio cerebral y/o la muerte.

Las pruebas mas usadas para la deteccion de anticuerpos contra toxoplasma son
inmunofluorescencia indirecta (iFl), hemaglutinacion indirecta, fijacion del complemento y
pruebas inmunoenzimaticas (ELISA), esta ultima no se utiliza de forma rutinaria a pesar de
las multiples ventajas que ofrece, s6lo algunos laboratorios la emplean debido a que el
antigeno es muy inestable ya que es degradado por las proteasas que modifican los sitios
activos, aun estableciendo las condiciones o6ptimas de trabajo los resuitados de esta
prueba varian considerablemente, por lo cual la técnica de inmunofluorescencia se sigue
utilizando a pesar de ser elaborada y de alto costo.

La implementacion de técnicas inmunoenzimaticas como la ELISA es una alternativa, cuya
realizacion trae multiples beneficios ya que es altamente sensible, especifica, econémica,
de facil elaboracion, no requiere de personal capacitado para su lectura y la cantidad de
muestras que se pueden procesar es mucho mayor en comparacion con otras técnicas

(7, 18).

Por consiguiente, es importante la evaluacion de la técnica de ELISA con el antigeno
estabilizado y de esta forma proporcionar a los laboratorios un método practico que pueda
sustituir a los utilizados actualmente, ya que la implementacion de esta técnica
representaria un ahorro significativo de tiempo y dinero, ademas de ser una técnica muy

sensible y especifica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar un estudio comparativo entre las técnicas de inmunofluorescencia e
inmunoensayo ligado a enzima (ELISA), usando un antigeno estabilizado para la

determinacion de anticuerpos contra Toxopl/asma gondii.

4.2 Objetivos particulares

Obtencidn del antigeno de Toxoplasma gondii usando como fuente ratones CD1

infectados.

Determinacion de anticuerpos de tipo IgG contra Toxoplasma gondii en sueros de
pacientes sospechosos de toxoplasmosis mediante el método de

inmunofluorescencia.

Determinacion de anticuerpos de tipo IgG contra Toxoplasma gondii en sueros de
pacientes sospechosos de toxoplasmosis por medio del método de ELISA.

Comparar el nivel de anticuerpos de tipo IgG determinado por la técnica de

inmunofluorescencia y ELISA.

[ TESIS CONW -
FALLA DE ORIGEN




5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se espera que la estabilizacion del antigeno de Toxoplasma gondii proporcione a la

técnica de ELISA una especificidad semejante a la obtenida en la técnica de

inmunofiuocrescencia.
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6. DISENO DE INVESTIGACION

6.1 Material

6.1.7 Material biolégico

° Conjugado anti IgA-peroxidasa de rabano ( Cappel 20 pl )
Conjugado anti IgG-peroxidasa de rabano ( Cappel 20ul )
° Conjugado anti IgM-peroxidasa de rabano ( Cappel 20ul )
° Conjugado antiinmunoglobulina de chivo con isotiocianato de fluoresceina
- Ratones CD1

Suero humano
- Toxoplasma gondii (Cepa proporcionada por el departamento de parasitologia del

InDRE S.8.)

6.7.2 Reactivos

Acido citrico Merck
Agua bidestilada

Azul de Evans Merck
Carbonato acido de sodio Sigma
Carbonato de sodio anhidro Monterrey
Cloruro de potasio Baker
Cloruro de sodio Merck
Eter etilico Baker
Formaldehido Baker
Fosfato dibasico de sodio anhidro Merck
Fosfato dibaasico de sodio dodecahidratado Baker
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6.1.3

Glicerol

Hidréxido de sodio

Leche descremada
Nitrogeno liquido
Ortodifenilamina
Ovwvoalbumina

Peréxido de hidrogeno
Reactivo de Folin-Ciocalteau
Sulfato de cobre pentahidratado
Tartrato de sodio y potasio
Tween 20

Material de laboratorio

Camara humeda

Celda para espectrofotémetro
Cubre objetos

Espatula de acero inoxidable
Gradilla

Matraz Erlenmeyer 125, 500 y 1000 mL
Matraz volumeétrico de 50, 100 y 1000 mL

Mechero bunsen

Papel autoadherente

Papel parafilm

Pinzas de tres dedos

Pipeta de @mbolo 10-100 L
Pipeta graduada 1,2,5y 10 mL
Pipeta Pasteur

Pizeta 500 mL

Baker
Técnica Quimica
Svelty Nestle

Sigma
Merck
Monterrey
Sigma
Baker
Baker
Sigma

Baush & Lomb

Pyrex
Pirex

Kieen Pack
American company

Brand
Pyrex
Kimble
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6.1.4

Placa de microtitulacion 12.7 x 9.5 cm 129A
Porta objetos 2.5x 7.5cm

Probeta 50, 100 y 1000 mL

Soporte universal

Termémetro —-10 a +260° C

Tubo de ensaye 13 x 100 mm

Vaso de precipitado 50,100 y 500 mL

Equipo de laboratorio

Agitador vortex

Balanza analitica

Bano de agua con temperatura controlada
Centrifuga

Equipo de destilacién 2000 mL
Equipo de diseccidon
Espectrofotémetro ELISA
Espectrofotometro spectronic 20
Incubadora

Microscopio de fluorescencia
Potenciometro

Refrigerador

Costar

Pyrex

Taylor
Pyrex
Pyrex

Scientific Ind INC
Mettler H80
Precission
Solbat

Pyrex

Dynatech MR 250
Baush & Lomb
Riossa EC

Karl Zeiss

Sargent Welch PBL
Philips 127-VA

W
18]
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vi.

Métodos

Obtencion de antigeno de Toxoplasma gondii.

Cuantificacion de antigeno por el método de Lowry.

Determinacién de las concentraciones de antigeno por titulacion por tablero de
ajedrez.

Tratamiento de muestras.

Determinacion de anticuerpos de tipo 1IgG contra Toxoplasma gondii en suero por el
meétodo de ELISA.

Determinacion de anticuerpos de tipo IgG contra Toxoplasma gondii en suero por el

método de inmunofluorescencia indirecta.

1. Obtencién del antigeno de Toxoplasma gondii (39)

N

@ NO O AW

9.

Inyectar via intraperitoneal 5§ mL de solucién salina isotonica estéril al 0.85% a un raton
previamente infectado (4 dias antes) con Toxoplasma gondii.

Hacer un corte en el peritoneo, levantar con mucho cuidado y homogenizar con una
pipeta Pasteur. Colectar la suspension.

Se inoculan ratones CD1 por via intraperitoneal con 0.1 mL de |la suspension anterior.
Después de 4 a S dias se sacrifican los ratones obteniendo las células.

Incubar en una botelia estéril a 37° C durante 20 minutos.

Centrifugar a 1000 rpm durante 1minuto

Lavar 4 veces con PBS a 6000 rpm por 20 minutos.

Romper 10 veces por congelacidon con nitrégeno liquido y descongelacion en bafio de
agua a 37° C.

Adicionar la formalina para obtener una concentracién final de 0.1%.

La inmunizacién y obtenciéon del antigeno se realizara en el bioterio y el laboratorio de!
departamento de parasitologia del INDRE SS ya que el laboratorio 313 de la FES Zaragoza

no cuenta con las condiciones adecuadas para su obtencion.
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1. Cuantificacion de antigeno por el método de Lowry.

10.
11.
12.

A 1 mbL de la muestra agregar 3 mL del reactivo de Lowry, agitar y dejar reposar 10
minutos.

Adicionar 0.1 mL del reactivo de Folin Ciocalteau, agitar y dejar reposar 30 minutos.
Leer la densidad 6ptica a 600 nm.

Determinacion de concentraciones de antigeno por titulacion

Colocar en una gradilla 7 tubos y etiquetarios de la A a la G, hacer diluciones del
antigeno a diferentes concentraciones con un volumen total de 1.5 mL de buffer de
recubrimiento, mezclando bien cada tubo.

Colocar en los pozos de la fila A de la placa de microtitulacién 100 uL del tubo, hacer to
mismo con el resto de los tubos.

Dejar en camara himeda a 4° C durante 18 horas

Tirar el sobrenadante y bloquear con ovoalbumina al 1% en PBS a 37° C durante 30
minutos.

Tirar el sobrenadante y lavar 5 veces con PBS-Tween dejando actuar un minuto la
solucion de lavado.

Colocar 11 tubos y etiquetarios del 1 al 11, hacer diluciones del suero con PBS en un
total de 1 mL.

Colocar 100 ul. del tubo 1 en los pozos de la columna 1, hacer lo mismo con el resto
de los tubos (100 pL del tubo 2 para los pozos de la columna 2 etc.). Incubar a 37° C
durante una hora.

Lavar 5 veces con PBS-Tween igual que en el paso 5.

Adicionar 100 ut.  del conjugado de peroxidasa de rabano. Incubar a 37° C por una
hora.

Lavar 5 veces con PBS-Tween igual que en el paso 5.

Aqicionar 100 uL. del sustrato e incubar a 37° C durante una hora.

Leer la densidad optica a 490 nm.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 34




IV. Tratamiento de muestras

1.

2.

Colocar el suero en tubos limpios y ponerios en bafio maria a 56° C durante 30
minutos.
Congelar las muestras a -20° C hasta su uso.

V. Determinacion de anticuerpos de tipo 1I9G contra Toxoplasma gondii en suero por
el método de ELISA.

A

@ NO O

9.

Colocar en una placa microtituladora 100 uL. de antigeno de Toxoplasma gondii.
Tapar la placa e incubar en camara humeda a 4° C durante 18 horas.

Tirar el sobrenadante y bloquear con 200 unl. de ovoalbumina al 1% en PBS a 37° C
durante 30 minutos.

Tirar el sobrenadante y lavar 5 veces con PBS-Tween, dejando actuar 1 minuto la
solucién de lavado.

Agregar 100 ul. de la muestra a los pozos correspondientes.

Tapar la placa e incubar a 37° C durante 1 hora.

Tirar el sobrenadante y lavar como en el paso 4.

Colocar a todos los pozos 100 ul. del conjugado, para la IgG diluido 1:100, para igM
1:500 y para la IgA 1:1000.

Incubar a 37° C durante una hora.

10. Tirar el sobrenadante y lavar como en e! paso 4.
11. Adicionar a todos los pozos 100 pl.  del sustrato e incubar a 37° C por 15 minutos.
12. Medir {a densidad optica a 490 nm.
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VI. Determinacion de anticuerpos de tipo 1gG contra Toxoplasma gondii en suero por

el método de inmunofluorescencia indirecta.

oMW N

9.

Ajustar una solucién que contenga de 10 a 20 parasitos por campo en 40x

Colocar en cada campo del portaobjetos 10 uL de la solucion anterior y secar al aire
Se fija con acetona durante 5 minutos y se seca con una corriente de aire

Lavar 2 veces con PBS y una vez con agua destilada.

Preparar diluciones del suero control (positivo y negativo) asi como de los sueros
problema comenzando por la dilucién 1:16 en PBS. De esta dilucion se partira para
realizar diluciones seriadas (al doble).

Se colocan 10 uL  de la dilucion apropiada en un campo del portaobjetos, colocar la
faminilla en camara humeda a 37° C durante 30 minutos.

Lavar las laminillas como en el paso 4, secar con una corriente ligera de aire.

Cubrir los circulos de la laminilla con 10 ul del conjugado, colocar en camara humeda
a 37° C por 30 minutos.

Lavar como en el paso 4, dejar secar a temperatura ambiente.

10. Colocar en la laminilla una gota de glicerol y colocar un cubreobjetos.
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6.3 Diagrama de Flujo
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6.4 Tipo de Estudio

Observacional, prospectivo, transversal y descriptivo.

6.5 Poblacion

La unidad de estudio consisti6 en sueros de pacientes sospechosos de toxoplasmosis,
estos deben ser translucidos y libres de contaminacion, se conservan congelados a -70° C.
Estos sueros son colectados por el INDRE a nivel nacional y son proporcionados por él
mismo para el presente estudio. Durante la realizacion de la parte experimental los sueros
se conservan en el congelador de de los laboratorios de investigacion de la FES Zaragoza y

posteriormente son devueltos al InDRE.

6.6 Criterios

6.6.1 Inclusién
Se trabajara con muestras que contengan como minimo 1.0 mL de suero, que se
encuentren perfectamente rotuladas, selladas, que no presenten contaminacion, hemadolisis o

que estén lipémicas.

6.6.2 Exclusion
Las muestras que contengan menos de 1.0 mL de suero, que no estén rotuladas., que
presenten salpicaduras, hemodlisis, turbidez o lipémicas seran exciuidas.

6.6.3 Eliminacion
Se eliminaran todas aquellas muestras que durante la fase experimental se contaminen.
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6.7 Variables

Como variable dependiente la concentracidon de anticuerpos contra Toxoplasma gondii que

se cuantifique en los sueros de los pacientes. Como variables independientes la

concentracion de antigeno, los conjugados anti lgGs-peroxidasa de rabano, temperatura

equipo y reactivos utilizados.
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RESULTADOS

El antigeno de Toxoplasma gondii se cuantificé por el método de Lowry obteniéndose
una concentracion de 349 pg/mL para su uso posterior en la determinacion de
anticuerpos contra Toxoplasma gondii por método de ELISA.

Se reaiizd la estandarizacion de la técnica de ELISA con el antigeno de Toxoplasma

gondii encontrandose una concentracion éptima de 3.5 pcg/ml.

En la estandarizacion de la técnica de ELISA se encontro una dilucion éptima para los
conjugados de 1:1000 para anti IgG y anti IgM, y 1:500 para anti IgA.

Se determind el titulo de anticuerpos de tipo IgG especificos a Toxoplasma gondii en
suero por el método de ELISA y por inmunoftuorescencia indirecta, encontrandose los

resultados en la tabla 1.

También se cuantifico la concentracién de anticuerpos de tipo IgA e IgM especificos a
Toxoplasma gondii en suero por medio de la técnica de ELISA obteniendo los
resultados que se pueden observar en la tabla 1.

Se realizé un analisis de regresion muitiple con el programa estadistico SPSS 10.0 for
windows utilizando los datos de |a tabla 2, y en la tabla 3 se muestra la correlacion

obtenida entre las variables.

Cuando se mantiene constante la concentracion de anticuerpos de tipo I1gG
determinado por el método de inmunofluorescencia indirecto (IFI) y como variable
independiente la concentracion de anticuerpos de tipo IgG obtenido por el método de
ELISA se encontré que hay relacion entre dichas variables.
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De manera similar cuando se determinaron anticuerpos por el método de ELISA
manteniendo constante la concentracion de los anticuerpos de tipo IgA y como variable
independiente la concentracion de los anticuerpos de tipo IgG se encontro que hay

relacidn entre dichas variables.

Cuando se realizé el cruce entre los titulos de anticuerpos restantes [(IgA/IgG-IFl),
(IgM/1gG-IFl), (IgG-ELISA/IgM), (IgM/IgA)] se observé que no existe relacién entre
dichas variables.

La grafica 1 muestra las medias de las absorbancias de los anticuerpos IgA, IgM e 1gG
obtenidos por el método de ELISA.

En las tablas de la 5 a la 15 se muestran los valores de las absorbancias obtenidas por
el método de ELISA para 1gA, IgM e IgG, cuando et titulo de anticuerpos IgG obtenidos
por el método de inmunoflucrescencia va en aumento, lo cual se puede observar en las
gréficasde la2 ala 12.

La tabla 16 resume las medias de las absorbancias de los anticuerpos IgA, IgM e IgG
obtenidos por el método de ELISA cuando el titulo de anticuerpos I1gG por
inmunofiuorescencia indirecta se incrementa, lo cual se muestra en la grafica 13.
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Tabla 1. Absorbancias y diluciones
contra Toxoplasma gondii por medio de ELISA e inmunofiluorescencia respectivamente.

dot

b idas en la

i6n de anticuerpos de tipo IgG
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ELISA IFl
No. de muestra R .o
__1gG (nm) IﬂM (nm) lgA (nm) 19G (dilucién)

1 o 0.082 o NEG

2 1.709 0.937 0.273 1:512

3 0.186 o o 1:8

4 2 0.038 0.343 1:512
5 0.629 1.309 0.074 1:8

6 1.072 0.235 0.228 1:256
7 0.764 0.631 0.004 1:512

8 0.991 0.858 0.422 1:32

9 0.637 0.397 0.035 NEG
10 0.742 0.683 0.067 1:64
11 0.383 0.375 ~ 0139 1:8
12 0.769 0.792 -0.108 NEG
13 0.263 0.299 R B NEG
14 1.387 0.587 7 0.193 1:512
15 0.524 0.526 “70.185. 1:32
16 2 0.246 0.252 1:16000
17 o o Sl NEG
18 0.596 0.256° ©.0.374° NEG
19 1.206 0.454 0,169 1:512
20 0.379 0.602 0.033 NEG
21 0.640 0.404 0.207 1:64
22 0.382 0.634° 0.345 1:1024
23 1.147 0.424 0.186 NEG
24 1.067 0.455 0.155 1:256
25 o o 0 NEG
26 0.539 0.153 0.142 NEG
27 1.430 0.575 0.181 1:1024
28 1.051 0.841 0.138 1:265
29 1.925 1.118 0.138 1:8
30 1.783 0.239 0.087 1:2048
31 1.952 0.268 0.342 1:8

Contindga en la siguiente pagina
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32

33

35
36
37
38
39
40
41

42
a3
a4
45
46
47
48
49
50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63
64
65
66
67
68

0.468
0.655
1.418
0.804
1.386
0.992
0.858

0.757
1.020
0.766
0.359
1.222
0.282
1.206
1.441
0.482
1.958
1.742
0.488
0.982
0.517
0.657
0.638
0.841
0.620
0.967
1.234
1.689
1.198
0.444
1.052
1.219
1.161
0.625
0.865
1.149

0.523 0.141
0.983 0.198
0.792 0.091
1.310 0.197
0.291 0.786
0.54 0.127
0.846 0.831
0.922 0.731
0.772 o
0.290 o
0.607 0.124
0.313 o
0.240 o]
0.109 0.091
0.864 0.555
0.281 0.038
0.372 0.234
0.202 0.433
0.199 1,219
0.588 0.297
o 0.122
0.726 0.064
0.671 0.141
0.279 0.051
0.499 0.128
0.086 0.407
0.454 0.300
0.541 0.260
0.592 0.276
0.279 0.157
0.294 0.302 "7
0.883 0.121
0.601 0.200
0.544 0.152
0.380 0.137
0.603 0.235
0.370 0.181

NEG
NEG
1:256
NEG
1:2048
1:256
1:8
1:64
1:32
1:128
NEG
NEG
1:128
1:32
NEG
1:1024
1:16
1:128
1:32
1:16
1:16
1:32
1:64
1:64
1:64
1:128
1:612
1:812
1:1024
1:32
NEG
1:64
1:512
1:16
1:64
1:512
1:256

Continda en la siguiente pagina
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69 0.339 0.576 0.143 NEG
70 1.334 0.424 1:64
71 1.678 0.978 1:512
72 0.762 0.844 NEG
73 1.100 0.155 1:16
74 1.189 0.586 1:256
75 0.611 0.460 NEG
76 2 0.888 1:64
77 0.677 0.693 1:32
78 0.862 0.235 1:128
79 0.956 0.591 NEG
80 0.567 0.378 NEG
81 0.276 0.220 1:128
82 0.579 0.213 1:32
83 1.604 1.103 NEG
84 1.557 0.376 1:1024
85 0.678 0.525 . , 1:16
86 1.812 02165 |.170.856" 1:128
87 2 " 0.314 : 1:.153" 1:32
88 1.231 1.019 1.103 1:16
89 1.044 0.093 0.076 1:16
90 0.790 0.775 0.140 1:32
91 1.034 0.757 0.329 1:64
92 0.834 0.314 0.148 1:64
93 0.882 0.547 0.394 1:64
94 1.185 0.169 0.997 1:128
95 1.420 0.706 0.584 1:512
a4

;gﬁ TESIS OnW
{ ¥ALLA DFE UwiGEN




Tabla 2. Absorbancias obtenidas en la determinacion de anticuerpos de tipo IgA, IgM e IgG
contra Toxoplasma gondii y el inverso de la dilucion obtenida por IFl.

No. de muestra ELISA IF1
19G (nm) IgM (nm) IgA (nm) Inverso 1gG

1 ) — 0.082 ) o
2 1.709 0.937 0.273 512
3 0.186 o o 8
4 2 0.038 0.343 512
s 0.629 1.309 0.074 8
6 1.072 0.235 0.228 256
7 0.764 0.631 0.004 512
8 0.991 0.858 0.422 32
9 0.637 0.397 0.035 o
10 0.742 0.683 64
11 0.383 0.375 8
12 0.769: 0.792 o
13 10.263 0,209 0
14 1.387.0 ~0.587. " 512
15 0524 “J0,526 32
16 2. 0 0.246 16000
17 0 o 0
18 0.596" © 0.256 0
19 1.206" 0.454 512
20 0.379 0.602 0
21 0.640° 0.404 64
22 0.382 - 0.634 1024
23 1.147 0.424 0
24 1.067 0.455 ; 256
25 o] 0 o )
26 0.539 0.153 0.142 0
27 1.430 0.575 0.181 1024
28 1.051 0.841 0.138 265
29 1.925 1.118 0.138 8
30 1.783 0.239 0.087 2048
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31 1.952 0.268 0.342 8
32 0.468 0.523 0.141 o
33 0.655 0.983 0.198 o
34 1.418 0.792 0.091 256
35 0.804 1.310 0.197 o}
36 1.386 0.291 0.786 2048
37 0.992 0.54 0.127 256
38 0.858 0.846 0.831 8
39 2 0.922 0.731 64
40 0.757 0.772 o 32
41 1.020 0.290 0 128
42 0.766 0.607. 0,124 00 o
43 0.359 0.313 o 0 o
44 1.222 0.240 T o I 128
a5 0.282 0.109 0.091 32
a6 1.206 0.864 0.555 o
a7 1.441 0.281 0.038 1024
48 0.482 0.372 0.234 16
49 1.958 0.202 0.433 128
50 1.742 0.199 1.219 32
51 0.488 0.588 0.297 16
52 0.982 o 0.122. 16
53 0.517 0.726 0.064 32
54 0.657 0.671 0.141 64
55 0.638 0.279 0.051 64
56 0.841 0.499 0.128 64
57 0.620 0.086 0.407 128
58 0.967 0.454 0.300-- 512
59 1.234 0.541 0.260- - 512
60 1.689 0.592 0.276 1024
61 1.198 0.279 0.157 32
62 0.444 0.294 0.302 0
63 1.052 0.883 0.121 64
64 1.219 0.601 0.200 512
65 1.161 0.544 0.152 16
66 0.625 0.380 0.137 64
67 0.865 0.603 0.235 512
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68 1.149 0.370 0.181 256
69 0.339 0.576 0.143 )
70 1.334 0.424 0.071 64
71 1.678 0.978 0.361 512
72 0.762 0.844 0.111 o
73 1.100 0.155 0.051 16
74 1.189 0.586 0.052 256
75 0.611 0.460 0.227 o
76 2 0.888 0.645 64
77 0.677 0.693 (o] 32
78 0.862 0.235 0.038 128
79 0.956 0.591 0.149 o
80 0.567 0.378 0.047 o
81 0.276 0.220 0.012 128
82 0.579 0.213 0.217 32
83 1.604 1.103 0.620 o
84 1.557 0.376 0.356 1024
85 0.678 . 0,525 0.721 16
86 1.812 0:216 0.856 128
87 2 0.314° 1.153 32
88 1.231 1.019 1.103 16
89 1.044 0.093 0.076 16
90 0.790 0.775 0.140 32
91 1.034 0.757 0.329 64
92 0.834 0.314 0.148 64
93 0.882 0.547 0.394 64
94 1.185 0.169 0.997 128
95 1.420 0.706 0.584 512
Tabla 3. Correilacion de los datos con una probabilidad de 0.05
1F1 IgA 1aG laMm
IF} 1.000 0.021 0.351 -0.126
IgA 0.021 1.000 0.519 0.197
19G 0.351 0.519 1.000 0.173
Igm -0.126 0.197 0.173 1.000
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Analisis de regresion miltiple (67, 68)

El analisis de regresién mualtiple es una generalizacion directa de |a regresion simple a dos o
mas variables independientes y se representa por la siguiente ecuacion:

Y=a+b: Xy+byXo+baXy+.... by X

Donde :

X4 primera variable independiente

b, primer coeficiente de regresioén asociado a ella

Xz segunda variable independiente

b, segundo coeficiente de regresion asociado a ella

Xs tercera variable independiente

bs tercer coeficiente de regresidén asociado a ella

Xx k variable independiente

by k coeficiente de regresion asociado a ella

a ordenada al origen

Los resultados se procesaron utilizando un programa estadistico llamado SPSS 10.0 para

windows, donde se aplicd una regresion multiple a los datos obtenidos (tabla 2).

Variables consideradas:

Independientes (X): Titulo de anticuerpo IgG obtenido por {F1
Titulo de anticuerpos IgM e IgA obtenido por ELISA

Dependientes (Y): Titulo de anticuerpos 1gG, IgM e IgA obtenidos por ELISA
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Criterios considerados:
Ho: No existe relacion alguna entre las variables, es decir, la correlaciéon es de cero;

r=0

Ha: Existe una relacién entre las variables, es decir la correlacién no es cero

Donde: a= 0.05 y GlL= 95-2=93
t tablas - = 1.98 (95% de confianza)

t tablas > t calculada Se acepta Ho

tiablas < tcalculada Se rechaza Ha

Regresion maltiple y correlacion

1. Variable dependiente: Concentracion de anticuerpos IgG obtenido por ELISA (1gG-ELISA)
Constante: Concentracion de anticuerpos IgG obtenido por IFI (1gG-iFi)
R muatiote 0.35129
R cuadrada 0.12341
t calculada 3.618
t tablas <t calculada Si hay relacion entre variables
2.

Variable dependiente: Concentracion de anticuerpos IgA obtenido por ELISA
Constante: Concentracién de anticuerpos IgG obtenido por IF| (igG-IF1)

R miiitinte 002075
R cuadrada 0.00043
t calculada 0.20000
t tablas > t calculada No hay relacion entre variables
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3. Variable dependiente: Concentracién de anticuerpos IgM obtenidos por ELISA
Constante: Concentracion de anticuerpos IgG obtenido por IFi (IgG-IF1)

R miinie
R cuadrada
t calculada

t tablas > t calculada

0.12593
0.01586
-1.224
No hay relacion entre variables

Variable dependiente: Concentracién de anticuerpo 1gG obtenidos por ELISA (19G-ELISA)

Constante: Concentracidon de anticuerpos IgM obtenidos por ELISA

R mattinle
R cuadrada
t calculada

t tablas > t catculada

0.17278
0.02850
1.692
No hay relacion entre variables

Variable dependiente: Concentracion de anticuerpo IgG obtenidos por ELISA (IgG-ELISA)

Constante: Concentracidon de anticuerpos IgA obtenidos por ELISA

R matiole
R cuadrada

t calcutada

t tavlas < t calculada

0.51889
0.26925
5.854
Si hay relacién entre variables

Variable dependiente: Concentraciéon de anticuerpos Igvt obtenidos por ELISA

Constante: Concentracion de anticuerpos IgA obtenido por ELISA

R mante
R cuadrada
t calcutada

t (ablas > t cacutada

0.19730
0.03893
1.941
No hay relacion entre variables
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Tabla 4. Parametros descriptivos de las muestras.

Variable Media Desviacion No. Muestras
19G 1.00 0.51 95
IgMm 0.50 0.30 a5
IgA 0.26 0.28 95

Tabla 5. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IF1 =0

No. Datos 19G 1gM _IgA
1 0 0.082 0
2 0.637 0.397 0.035
3 0.769 0.792 0.108
4 0.263 0.299 )
5 ) o )
6 0.596 0.256 0.374
7 0.379 0.602 0.033
8 1.147 0.424 0.186
9 0 o 0
10 0.539 0.153 0.142
11 0.468 0.523 0.141
12 0.655 0.983-.° 0.198
13 0.804 SR <\ I 0.197
14 0.766 '0.607 0.124
15 0.359 - 0.313; o
16 1.206 0.864 0.555
17 0.444 0.294 0.302
18 0.339 0.576 0.143
19 0.762 0.844 0.111
20 0.611 0.46 0.227
21 0.956 0.591 0.149
22 0.567 0.378 0.047
23 1.604 1,103 0.62

Media 0.603 0.515 0.161
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Tabla 6. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFI = 1:8

No. Datos ﬁlgG IgM IQLA
1 0.186 0 (o]
2 0.629 1.309 0.074
3 0.383 0.375 0.139
4 1.925 1.118 0.138
5 0.858 0.846 0.831
6 1.952 0.268 0.342
Media 0.989 0.653 0.254

Tabla 7. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFl = 1:16

No. Datos QG lgM lgA
1 0.482 0.372 0.234
2 0.488 0.588 0.297
3 0.982 (o] 0.122
4 0.678 0.525 0.721
5 1.231 1.019 1.103
6 1.044 0.093 0.076
7 1.1 0.1585 0.051
8 1.161 0.544 0.152
Media 0.896 0.412 0.345
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Tabla 8. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFl = 1:32

No. Datos __19G _lgM IgA
1 0.991 0.858 0.422
2 0.524 0.526 0.185
3 0.757 0.772 o]
4 0.282 0.109 0.091
5 1.742 0.199 1.219
6 0.517 0.726 0.064
7 1.198 0.279 0.157
8 0.677 0.693 o
9 0.579 0.213 0.217
10 2 0.314 1.153
11 0.79 0.775 0.14
Media 0.914 0.497 0.332

Tabla 8. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFI = 1:64

No. Datos 19G g\ IgA
1 0.742 0.683 0.067
2 0.64 0.404 0.207
3 2 0.922 0.731
4 0.657 0.671 0.141
5 0.638 0.279 0.051
6 0.841 0.499 0.128
7 1.052 0.883 0.121
8 0.625 0.38 0.137
9 1.334 0.424 0.071
10 2 0.888 0.645
11 1.034 0.757 0.329
12 0.834 0.314 0.148
13 0.882 0.547 0.394
Media 1.021 0.589 0.244
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Tabla 10. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii

cuando IFl = 1:128

No. Datos 19G igMm _laA

1 1.02 0.29 0
2 1.222 0.24 o)
3 1.958 0.202 0.433
4 0.62 0.086 0.407
5 0.862 0.235 0.038
6 1.276 0.22 0.012
7 1.812 0.216 0.856
8 1.185 0.169 0.997

Media 1.244 0.207 0.343

Tabla 11. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii

cuando IFl = 1:256

No. Datos 19G lgM liA
1 1.072 0.2385 0.228
2 1.067 0.455 0.1585
3 1.051 0.841 0.138
4 1.418 0.792 0.091
5 0.992 0.54 0.127
[S) 1.149 0.37 0.181
7 1.189 0.586 0.052
Media 1.134 0.546 0.139
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FALLA DE GiiGEN

th
4



Tabla 12. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFl = 1:512

No. Datos 19G IgM IgA
1 1.709 0.937 0.273
2 2 0.038 0.343
3 0.764 0.631 0.004
-1 1.387 0.587 0.193
5 1.206 0.454 0.169
6 0.967 0.454 0.3
7 1.234 0.541 0.26
8 1.219 0.601 0.2
=] 0.865 0.603 0.235
10 1.678 0.978 0.361
11 1.42 0.706 0.584
Media 1.314 0.594 0.266

Tabla 13. Absorbancias de anticuerpos contra
cuando IFl = 1:1026

Toxoplasma gondii

No. Datos 19G igM 1IgA
1 1.382 0.634 0.345

2 1.43 0.575 0.181
3 1.441 0.281 0.038
4 1.689 0.592 0.276
5 1.557 0.376 0.356
Media 1.500 0.492 0.239

5
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Tabla 14. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFi = 1:2048

No. Datos 19G IQM i1gA
1 1.783 0.239 0.087

2 1.386 0.291 0.786
Media 1.585 0.265 0.437

Tabla 15. Absorbancias de anticuerpos contra Toxoplasma gondii
cuando IFl = 1:16000

No. Datos 19G lgM IgA
1 2 0.246 0.252
Media 2.000 0.246 0.252

Tabla 16. Medias de las absorbancias de los anticuerpos cuando IFl aumenta.

IF1 (13 IF1 iFIl 1R IF1 IF1 IF1 IF1 IF1 IFt

0 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1026 | 1:2048 | 1:16000
IgM | 0.515| 0.653 | 0.412 | 0.497 | 0.589 | 0.207 | 0.546 | 0.594 0.492 0.265 0.246
IgG {0.603] 0.989 | 0.896 | 0.914 1.021 1.244 1.134 1.314 1.5 1.585 2.0
IgA [0.161 0.254 | 0.345 | 0.332 | 0.244 | 0.343 | 0.139 | 0.266 0.239 0.437 0.252
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

La estabilizacion del antigeno para la técnica de ELISA y su posterior evaluacion con la
técnica de inmunofluorescencia, donde se determiné el titulo de anticuerpos IgG mostré
que existe relacion entre dichas variables.

Este resultado se aprecié mejor cuando se relacionaron 1as medias de la IgG determinada
por ambos métodos (ELISA e IFl), observandose que a titulos elevados por IFt corresponde
un aumento en las medias de IgG obtenida por ELISA, sin embargo el analisis de correlacion
mostré una R=0.351, que indica una correlacién muy pobre. Esto puede deberse a que en
ambos ensayos se estan determinando anticuerpos contra la superficie del parasito, es decir,

se usa el parasito completo.

En la respuesta de IgM contra Toxoplasma determinada por ELISA se observé que las
medias disminuyen conforme aumenta el titulo de positividad en la prueba de IFIl. Esta
respuesta es de tipo primario y la vida media de esta inmunoglobulina es corta; los titulos
elevados de IgG por IFl nos sugieren un tiempo prolongado de infecciéon por el parasito y es
de esperarse que los valores de IgM se encuentren muy bajos.

La correlacion mostrada cuando se determinaron anticuerpos IgG por IFl e IgA por ELISA
fue muy mala (R=-0.126) debido a que ambas técnicas determinan respuesta de
anticuerpos contra diferentes antigenos, seria conveniente que se relacionara cada una de
las técnicas con el cuadro clinico y con la evolucidon de la enfermedad, para determinar cual
o cudles de estas técnicas son las mas adecuadas en el diagnoéstico de la enfermedad,
dependiendo de la evolucion de ésta en el paciente.

En cuanto a las muestras seria conveniente contar con datos mas precisos tales como la
edad, el sexo y ia procedencia lo cual podria ser util en la creacién de vinculos que ayude a

una mejor relacién entre. las variables.
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9. CONCLUSIONES

Se estandarizé la técnica de ELISA para Toxoplasma gondii con un antigeno

estabilizado.

) Se determiné el nivel de anticuerpos IgG en sueros de pacientes sospechosos de
toxoplasmosis por el meétodo de indirecto de ELISA y se compardé con las
determinaciones de anticuerpos IgG por la técnica de inmunofluorescencia
encontrandose gque existe relacion en la poblacion estudiada, posiblemente por el uso

de antigenos de superficie.

. Se determiné el nivel de anticuerpos de tipo IgM en los mismos sueros por el método de
ELISA indirecto y se comparo con las determinaciones de anticuerpos IgG por la
técnica de inmunofluorescencia encontrandose que no existe ninguna retaciéon entre

dichas variables.

: La respuesta de IgM contra toxoplasma disminuye conforme aumenta el titulo de IFI
indicando una infeccion pasada, lo cual justifica concentraciones bajas de IgM en la

determinacion.

° Cuando se correlacionardon las variables restantes [(IgA/igG-IF),(1IgWigG-iFl), (IgG-
ELISA/IgM), (IgM/igA)] se determindé que no existe ninguna relacién entre dichas
variables.

° Ya que la relacién encontrada en la determinacion de 1gG por ambos meétodos fue muy
baja. por el momento no se recomienda sustituir la metodologia de ELISA por el de IFt,
sin embargo, es conveniente que los estudios acerca de ambas técnicas sigan
llevandose a cabo donde puedan controlarse los parametros de concentracion,

temperatura, lavados, obtencion de antigeno.

/
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Estudios posteriores pueden traer multiples beneficios ya que al establecer las
condiciones adecuadas de trabajo, se puede implementar la técnica de ELISA en casi
cualquier laboratorio, con las ventajas de ser una técnica muy sensible, econdmica y de

facil elaboraciéon.

La finalidad de proseguir estos estudios es brindar un diagnostico y tratamiento
oportuno a los pacientes y de ésta manera evitar dafios irreversibles en la poblacion;
ademas seria conveniente proponerio como prueba diagnostico obligatoria en mujeres
en etapa reproductiva ya que la infeccion por toxoplasma no produce sintomatologia.
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ANEXO 1

Abreviaturas

Microgramos

Microlitros

Daiton

Ensayo Inmunoenzimatico

Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzima

Antigenos Excretados y Secretados

Proteina de Granulos Densos

Inmunofluorescencia Indirecta

inmunoglobulina A

Inmunoglobulina D

inmunoglobulina E

Inmunoglobulina G

Anticuerpos IgG determinados por ELISA )
Anticuerpos 1gG determinados por inmunofluorescencia indirecta
Inmunoglobulina M S
Inter Leucina

Inmunidad Mediada por Células

Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemioldgico
Interferobn Gamma

Kilodalton

Natural Kiiller

Ceélulas Citotdoxicas Efectoras

~
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ANEXO 2

Preparacion de Soluciones

1. Solucion salina isoténica al 0.85 % (SS1).
Pesar 8.5 g de cloruro de sodio (NaCl) y disolver en 1 litro de agua destilada.

2. Solucion salina isotonica formalinizada al 0.06 %.
Colocar 1.5 mL de formaldehido (39.7 % de pureza) y adicionar 98.5 mL de SSi.

3. Acido sulfurico al 1%.
Colocar 1 mL de acido sulfurico (H2S04: densidad = 1.80 g/mL) en 100 mL de agua.

4. Reactivo de Lowry.

Reactivo A. Colocar carbonato de sodio (Na.CO;) al 2% y tartrato de sodio y potasio al
0.02% en hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N.

Reactivo B. Sulfato de cobre al 0.5 %.

Mezclar 50 mbL del reactivo A con 1 mlL del reactivo B.

Nota: Se conservan en refrigeracion.

5. Amortiguador de recubrimiento carbonato-bicarbonato. pH = 9.6.
Pesar 1.59 g de carbonato de sodio y 2.93 g de bicarbonato de sodio.
Aforar a 1 litro con agua bidestilada.

Nota: Se puede almacenar a 4° C por no mas de 2 semanas.

6. PBS (Soluciéon amortiguadora salina de fosfatos). pH = 7.2.
Pesar 8 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.2 g de cloruro de potasio (KCI), 1.15 g de fosfato de

sodio dibasico y 0.2 g de fosfato de potasio.
Aforar a 1 litro con agua bidestilada.
b“\lLiqlﬂ
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7. PBS — TWEEN (Solucion amortiguadora salina de fosfatos tween). pH =7.4.
Pesar 8 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.2 g de cloruro de potasio (KCI), 2.9 g de fosfato de
sodio dibasico dodecahidratado y 0.2 g de fosfato de potasio monobasico.

Aforar a 1 litro con agua bidestilada. Poco antes de aforar adicionar 0.5 mL de tween 20.

Nota: Almacenar a 4° C.

8. Ovoalbumina al 1 % en leche al 5%.
Pesar 0.5 g de ovoalbumina y 2.5 g de leche y disolver en 47 mL de PBS.

9. Amortiguador de sustrato de peroxidasa con orto - fenilendiamina. pH = 5.
Mezclar 24.3 mL de acido citrico 0.1 Molar y 25.7 mi_ de fosfato de sodio 0.02 Molar.
Nota: Se prepara antes de su uso ya que se descompone con la luz. (Disolver 40 mg de
orto-fenilendiamina en 100 mL de amortiguador de sustrato y 40 mL de peréxido de
hidrégeno (H>O,) al 30 %).




G LOSARIO

Absceso. Acumulacion de pus en una cavidad anormal formada por la desintegracion de los
tejidos.

Aguzado. Afilado, cortante, punzante, anguloso.

Anterior. Situado delante; del lado de la cabeza; que precede en lugar o tiempo.
Aracnoides. Membrana meningea delicada, intermedia entre la piamadre y la duramadre en
el encéfalo y médula. Esta separada de la piamadre por el espacio subaracnoideo y consta
de dos hojas, visceral y parieta, que limitan entre si la cavidad aracnoidea.

Astenia. Falta o pérdida de fuerza.

Bradizoito. Elemento que resulta de la multiplicacion lenta, por endodiogenia, en los quistes
de Toxoplasma.

Caicificacion. Degeneracién de un tejido organico, por el depdsito de sales de cal.

Célula basdfila. La que tiene afinidad por los colorantes basicos.

Célula cebada. Célula de los tejidos que se parecen a un basdéfilo de la sangre periférica y
que contienen granulos con serotonina e histamina.

Células NK. Ceélulas citotdxicas que pertenecen a la clase celuiar encargada de la
citotoxicidad celular sin sensibilizacidn previa.

Cigoto. Individuo resultante de la union de dos gametos; macrogameto fecundado.
Citoéfilico. Que tiene afinidad por las células.

Citoplasma. Protoplasma de la célula con exclusion del plasma nuclear.

Citosina. Factores como linfocitos © monocinas procidos por unas células que afectan a
otras.

Citotéxico. Que posee la accion de una toxina.

Cdéncava. Que presenta una depresion o superficie hueca.

Conoide. Cono truncado de forma espiral, localizado dentro de los aniilos polares del

complejo apical de los Apicompiexa.
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Convexa. Mas prominente la superficie en el medio que en los bordes.

Coriorretinitis. Inflamacion simultanea de |a coroides y la retina.

Coroides. Capa oscura y vascular del ojo, situada entre la escleroética y la retina, cuya
funcién es nutrir a ésta y al cristalino.

Cromaoégeno. Sustancia que produce color,

Encefalitis. Inflamacion del encéfalo.

Encéfalo. Porcion del sisterna nervioso central contenida dentro del craneo, que comprende
el cerebro, el cerebelo, el puente de Varolio y la medula oblongada o bulbo.

Encefalopatia. Cualquier enfermedad o trastorno del encéfalo.

Endocraneo. Duramadre encefalica.

Endodiogenia. Forma de endopoliogenia, en la cual se forman dos ceélulas hijas.
Endopoliogenia o polioendogenia. Forma de multiplicacion asexuada, mediante |la cual se
forman células hijas rodeadas por una membrana propia, en el interior de ia célula madre.
Endotelio. Delgada membrana compuesta de un solo estrato de ceélulas planas,
popligonales, que constituye la superficie de las membranas serosas y sinoviales y la tunica
interna de los vasos. Membrana propia sobre la que descansa el epitelio del intestino
delgado.

Erupcion. Aparicion en la piel, con fiebre o sin ella, de enrojecimiento o prominencias, o de
ambas cosa a la vez; exantema. Lesion cutanea; macula, papula, pustula.

Esclerdtica. Membrana exterior del ojo, blanca, dura, fibrosa, con una abertura grande
anterior en la que se encaja la cérnea y otra posterior, pequefna, que da paso al nervio
optico.

Esporogonia. Esquizogonia o fision multiple de un cigoto que dara origen a esporozoitos.
Esporozoitos. Cada una de las células hijas resultantes de la esporogonia.

Esquizogonia. Multiplicacion asexuada, por fision multiple, con formacion simultanea por
citoquinesis, de un nimero variable de células hijas.

Exdgeno. Que se origina en el exterior de una cosa.

Fagocitosis. Ingestion de microorganismos o de otras particulas por los leucocitos.
Fagolisosoma. Organelo célular que es el producto de la difusion de un fagolisosoma y un
lisosoma.

Fotosensible. Sensible a las radiaciones lumionosas.

Gametocitos. Celula a partir de la cual se diferenciaran los gametos masculinos o

femeninos en el ciclo evolutivo de los coccidios.
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Helminto. Nombre genérico de los vermes parasitos y que abarca acantocefalos,
nematodos, cestodos y trematodos. ’
Hemadlisis. Desintegracion o disolucion de los corpisculos sanguineos, especialmente de
los hematies, con liberacion consiguiente de Ia hemoglobina por la accién de las lisinas
especificas o hemolisinas de bacterias, sueros hipoténicos, etc.

Hepatéesplenomegalia. Aumento de volumen del higado y bazo.

Hidrocefalia. Calidad de hidrocéfalo.

Hidrocéfalo. Acumulacién de liquido en el encéfalo por aumento de su produccion en los
plexos coroideos de los ventriculos o por disminucidn de su resorcién. La variedad mas
comun en la infancia es debida siempre a la obstruccidon, que puede radicar en los agujeros
de Luschka o Magendie o en el espacio subaracnoideo. La enfermedad se caracteriza por el
mayor volumen de |la cabeza, con prominencia en la frente, debilidad mental por atrofia del
cerebro y convulsiones.

Hipertension. Aumento del tono o tension general; especialmente aumento de la presion
vascular o sanguinea.

Histico. Relativo a un tejido o de su naturaleza.

Interfer6n. Es una proteina secretora con actividad antiviral, inhibe la proliferacion de
células de vertebrados y modula las respuestas inmunitarias.

Intracerebral. Situado o que ocurre en la sustancia propia del cerebro.

Isotipo. Caracteristicas antigénicas de determinada clase o subclase de cadenas H y L de
inmunoglobulina.

Linfocinas. Productos solubles de los linfocitos que producen los multiples efectos de la
reaccion inmunitaria celular.

Lipemia. Presencia de lipidos o grasas en la sangre, normal después de la ingestion
abundante de grasa o patolégica en las enfermedades del higado, alcoholismo crénico o
diabetes etc.

Macrofago. Fagocitos mononucleares que derivan de los monocitos de la meédula osea
desempefian papeles accesorios en la inmunidad celular.

Macrogametocito. Célula que dara origen a un macrogameto.

Mastocito. Célula cebada.

Meninge. Cada una de las tres membranas., duramadre, aracnoides y piamadre, que
envuelven el encéfalo y la medula espinal.

Meningoencefalitis. Inflamacion simultanea, aguda o crdnica del encéfalo y las meninges.
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Merozoito. Cada una de las células hijas que se forman a partir de la ezquizogonia de un
esporozoito o de un merozoito progenitor (merontes).

Mialgia. Dolor muscular.

Microgametocito. Célula que dara origen a microgametos.

Micropilo. Abertura en la membrana que rodea el ovulo de ciertos animales, por donde
penetra el espermatozoo.

Miocarditis. Inflamacién del miocardio.

Monomérico. Relativo o que afecta a un solo segmento.

Morbilidad. Numero proporcional de personas que enferman en poblacién y tiempo
determinados.

Neopiasia. Formacion de tejido nuevo de caracter tumoral.

Obicuo. Que esta presente a un mismo tiempo en todas partes.

Odinofagia. Deglucién dolorosa.

Ooquiste. Forma quistica que contiene el cigoto resultante de la esporogonia en los
Aplicomplexa y los cuales pueden estar cubiertos por una envoltura translucida o estar
desnudos.

Pentamero. De cinco partes.

Peritoneo. Membrana serosa, la mas extensa del cuerpo, fuerte, incolora, que tapiza las
paredes abdominales y superficie inferior del diafragma, y se refleja en varios puntos sobre
las visceras, para formar una cubierta completa para algunas, estdmago, intestino etc. e
incompleta para otras, vejiga, recto etc.

Piamadre. Membrana vascular, fina y semitransparente, la mas interna de las tres que
constituyen las meninges, que se aplica inmediatamente a la superficie del eje
cerebroespinal.

Plasma cell. Células sintetizadoras de anticuerpos totalmente diferenciadas que provienen
de los linfocitos B.

Plasmocito. Ceélula plasmatica.

Polo. Cada uno de los extremos opuestos de un cuerpo, érgano o parte esférica u oval.
Posterior. Situado atras.

Proptopiasma. Sustancia viscosa, semiliquida, granulosa, que representa la base fisica de
la vida y es el constituyente esencial de la célula viva.

Pseudoquiste. Grupo de protozoos dentro de la célula hospedera. Se diferencia del quiste
verdadero en que carece de una pared quistica, la cual esta formada por los propios

parasitos.
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Quiste. Tumor formado por un saco cerrado, normal o accidental, especialmente el que
contiene liguido o una sustancia semisélida.

Roptries. Organelos elongados, densos y a menudo piriformes, que se extienden hacia la
membrana celular, dentro de los anillos polares, en el complejo apical de los Aplicomplexa.
Taqizoitos. Elemento que resulta de la multiplicacion acelerada del Toxoplasma dentro de la
célula hospedera, producida por los pseudoquistes.

Trofozoito. Forma vegetativa activa y que se alimenta, entre 10s protozoos.

Vacuola. Pequefio espacio en el protoplasma de una ceélula. Pequefia cavidad en el
protoplasma de organismos unicelulares, que aumenta gradualmente de tamano y luego se

desvanece. Se le atribuye funciones respiratorias y excretorias.
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