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INTRODUCCION 

Las infecciones parasitarias de importancia para el 

hombre se pueden incluir en dos grupos dependiendo del agente 

etiológico que las originen, así tenemos C27) 

I.- Infecciones causadas por helmintos, que pueden ser por: 

a) Nemátodos: ej. Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides 

b) Tremátodos: ej. Schistosoma mansoni 

el Céstodos: ej. Taenia saginata. I.,__ solium 

II.- Infecciones causadas por protozoarios, que incluyen: 

a) Flagelados: ej. Trichomonas vaqinalis, Trypanosoma cruzi 

bl Rhizópodos: ej. Entamoeba histolytica. ¡;__,__ gingivalis 

e) Esporozoarios: ej. Eimeria, Toxoplasma gondii, Plasmodium 

dl Ciliados: ej. Balantidium coli 

Las iniecciones parasitarias , a menudo tienden a ser 

crónicas, con pocos síntomas o ninguno y la persona infectada 

puede transformarse en portador sin mostrar signos clínicos. 

Dentro de las enfermedades parasitarias que afectan a 

la población mundial se encuentran las producidas por 

protozoarios, éstas son especialmente importantes debido a que en 

Africa y otros países con clima tropical la tripanosomiasis y 

el paludismo son las más importantes causas de morbilidad y 

mortalidad, también la amibiasis asintomática y la toxoplasmosis 

se encuentran diseminadas en todo el mundo. 

El uso de medicamentos inmunosupresores para el control 

de las neoplasias y rechazo de trasplantes ha provocada la 



incidencia de infecciones causadas por protozoarios que 

anteriormente eran subclinicas, como la toxoplasmosis, la cual es 

la principal causa de muerte en pacientes que presentan inmunosu

presión. La infección por toxoplasma en el hombre generalmente es 

asintomática y da por resultado la producción de anticuerpos lgA, 

IgG e lgM que pueden demostrarse por diversas técnicas como la 

inmunofluorescencia indirecta y los métodos inmunoenzimáticos. 



TOXOPLASMDSIS 

Agente etiológico :Toxoplasma gondii 

Características Parásito de distribución cosmopolita, 

perteneciente a la clase Sporozea. a la subclase Coccidia y a la 

subfamilia Toxoplasmatinae (46>, aislado del roedor Ctenodactilis 

gondii por Ch. Nico 11 e y L Manceaux. Puede desarro 11 ar se en una 

gran variedad de huéspedes vertebrados aunque su huésped definí-

tivo es el gato casero y otros animales de la familia Felidae 

(29>; se reproduce por división binaria llamada Endodiogenia, en 

la cual primero se divide el núcleo, después replica el conoide 

y las demás estructuras, posteriormente par una especie de gema

ción interna se individual izan los das par-ásitos hijos; este 

ciclo se realiza extraintestinalmente en tejidos humanos y de 

otros mamiferos. También presenta un ciclo sexual <Esquizogór1ica> 

en las células de la mucosa del intestino del gato en donde 

madura para producir esquizontes~ gametacitos y finalmente aocis

tos que son expulsados en las heces <fig. ll <5,29>. Cada oocisto 

está constituido en su interior por dos esporocistos, los cuales 

se componen de cuatro esporozoi tos a 1 argados y encor-vados. Los 

oocistos en heces fecales de gato se vuelven infectivos de 1 a 5 

días y pueden permanecer viables por un año. Los trofozoitos de 

toxoplasma pueden encontrarse en ganglios linfáticos, mesentéri

cos y en otros órganos del gato, éstas formas no intestinales son 

las únicas que se ven en vertebrados; pueden multiplicar-se con 

rapidez <taquizoitosl (fig. 2>, los cuales son los causantes de 
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la diseminación inicial de la infección y destr-ucción de los 

tejidos, o multiplicar-se con más lentitud Cbr-adizoitos) que son 

los que for-man los quistes. El toxoplasma puede par-asitar muchos 

tejidas, principalmente pulmón, corazón, órganos linfoides y 

células del sistema nervioso centr-al C5, 15, 16, 29, 461. 

Patogénesis en el hombr-e: El hombr-e se contagia de los gatos, 

perros, ovejas y otros animales, la infección puede ser- adquirida 

por 5 r-utas diferentes: ingestión de oocistos en material conta

minado por heces de gato, ingestión de quistes tisular-es en carne 

cr·uda o mal cocida, vegetales y fr-utas sin pelar- y mal lavados, 

paso trasplacentario de trofozoitos, trasfusión de sangre cante-

niendo leucocitos infectados y trasplante de un ór-gano infectado 

( 16, 19, 26, 46). Los par-ásitos son fagocitados en el íleon o 

entran a células del cuer-po. alr-ededor- se for-ma una zona de 

necrosis, son destr-uidos por monocitos y neutrófilos, pero los 

ta qui zoi tos permanecen vivos en macrófagos y di funden por 1 a 

c:irc:ulación. 

La toxoplasmosis puede ser- : 

I. - Aguda es asintomática del SIZJ al 90% de los casos, puede 

presentar linfaaenopatia cervical, fiebre, malestar, sudoración 

noctur-na, inflamación de la gar-ganta, erupción maculo papular-. 

hepatoesplenomegalia o apar-ición de linfocitos atípicos. En 

pacientes con síndrome de inmunodeficiencia adquirida es el caso 

más común de infección oportunista del Sistema Ner-vioso Central, 

causando abscesos, encefalitis u otra encefalopatía, deterioro 
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cognoscitivo, dolor de 'cab_ez-a, 'coriorretinitis 

sistémicas <26l. 

y maniiestaciones 

II.- Congénita : ocurre cuando una mujer es infectada durante el 

embarazo, solo cerca del l. de las mujeres infectadas 

demuestran síntomas y por consiguiente la enfermedad no es 

usualmente detectada sin un análisis serológico. La infección en 

el primer trimestre de embarazo produce los más severos efectos 

sobre el feto, puede resultar un aborto o nacimiento del producto 

muerto, los niños que logran sobrevivir pueden presentar 

hepatoesplenomegalia, convulsiones. ictericia, hidrocefalia, 

corior-retinitis, sordera. retraso mental. fiebre, microcefalia. 

linfadenopatia, trombocitopenia, vómito. diarrea, cataratas. 

los niños erupción, hipotermia y neumonitis. La mayoría de 

afee ta.dos son a sin tomá tic os a 1 nacer pero demuestran ev id ene ia 

del daño cuando son observados varios meses o años después <15, 

19' 26' 41). 

DIAGNOSTICO La infección por Toxoplasma gondii induce la pro-

ducción de inmunoglobulinas del tipo IgA, IgG e IgM, en algunos 

casos los tí tu los a 1 tos permanecen por 1 argos periodos, sobre 

todo la IgG, esto dificulta la interpretación de las pruebas 

serológ icas. La carac teri zac ión antigén ica del parásito un ido a 

técnicas como ELISA, aglutinación ínmunoadsorbente < ISAGA>, 

inmunoblot, ELIFA <Enzyme Linked Immune Filtration>, 

inmunocaptura y el uso de anticuerpos man oc lona 1 es ha permitido 

establecer el tipo de inmunoglobulina predominante en las 
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diversas etapas de la enfermedad permitiendo hacer un diagnóstico 

mas certero del transcurso de la enfermedad <B, 35. 37, 38, 40, 

42, 44, 45, 48). Dependiendo del método usado son los tipos de 

inmunoglobulinas específicas a Toxoplasma gondii que se 

identifican, coincidiendo la mayoria en que la IgM e IgG se 

detectan en la fase aguda de la enfermedad; el método ELIFA y 

ELISA en la fase temprana de la toxoplasmosis congénita detectan 

IgM, IgG e IgA, el ELISA también las detecta en la toxoplasmosis 

crónica; en el Inmunoblot se detecta en mayor titulo IgA en la 

etapa temprana y posteriormente IgG e IgM. Pinnon JM et al. 

(199~) empleando el método de inmunocaptura encuentra que en la 

infección aguda se detecta IgE cuando IgG es negativa y los 

niveles de IgM e IgA no son significativos C36l Los métodos 

antes mencionados son alternativos para usarlos en lugar de los 

métodos clásicos del diagnóstico de esta enfermedad. 
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CICLO PARENTERAL 
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1.- Conoide 
2.- Toxonema 
3.- Micrópilo 
4.- Aparato de Golgi 
5.- Núcleo 
6.- Nucleolo 
7.- Mitocondria 
8.- Reticulo endoplás
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8 

Figura 2 TROFOZOITD DE I2~2Els§ffis 92D9ii 

a 



CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DEL Toxoplasma gondii 

La aplicación de los anticuerpos monoclonales para 

detectar antígenos de parásitos aunada a tecnicas como inmunoen

sayo enzimático (ELISAJ. radioinmunoensayo (RIA>, electroforesis 

e inmunoprecipitación han permitido la identificación y localiza

ción de los constituyentes antigénicos del Toxoplasma qondii (1, 

1IZI, 11, 2IZI, 21. 23, 36). Handman E et al en 198IZI (21) marcaron 

radioactivamente a taquizoitos del parásito con l251 y 355, 

solubilizan las proteinas de membrana e identifican por electro

foresis cuatro proteinas con PM de 43, 35, 27 y 14 KDa, las cua-

les también fueron detectadas por anticuerpos monoclonales. 

Arauja et al ( 1) desarrollan cuatro anticuerpos monoclonales y 

por medio de un método ELISA detecta tres antígenos de membrana y 

uno citoplásmico. Estudios realizados por Johnson et al en 1983 

C23) establecen la existencia de otro componente antigénico de 98 

KDa sugiriendo que se trata de un 

citoplasma. 

componente soluble del 

En 1988 Decoster et al < 11) realizan estudios donde 

observan la respuesta inmune hacia los antígenos excretados y 

segregados CESA) por los taquizoitos en diversas etapas de la 

infección. demostrando que los ESA son más intensamente reconoci

dos que las antígenos de membrana y citaplásmicos; encuentran que 

existen diferentes antígenos en cada fase de la infección y que 

pueden servir como marcadores para el d iagnós tic o. Así tenemos 

que en la fase aguda primero se detectan antígenos de 43 o 3IZI KDa 
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reconocidos por una IgM, también se observan anticuerpos a ESA de 

69 y 97 KDa; con anticuerpos contra membrana se r-econocen anti

genos de 43i 35 y 30 KDa. en la fase crónica se reconocen cerca 

de 21ZJ antígenos en ESA y 4 de membrana, los antígenos de ESA que 

detectan son de 11ZJ8, 97, 86, 69, 61ZJ, 57 .• 42, 39 y 28. 5 KDa , 

consideran como marcadores de ésta fase a los antígenos de 108 v 

28.5 KDa, y en la taxoplasmosis congénita detectan anticuerpos 

I gM contra antígeno de 97 KDa tomándo 1 o como buen marcador de 

éste tipo de infección. 

En 1991ZJ Charif et al ( llZJ) caracterizan y localizan los 

ant.i.genos secretados por taquizoitos empleando técnicas como los 

anticuerpos monoclonales~ EL ISA, IFA, electroforesis en gel de 

poliacrilamida <PAGEl, inmunoprecipitación, inmunoelectrotransfe-

rencia, microscopía inmunoelectrónica y encuentran que los 

antígenos secretores son los que predominantemente circulan en el 

inicio de la infección <Hughues y Van Knapen 1982>. Los antígenos 

21, 27 y 28.5 KDa se encuentran en los gránulos densas asi como 

en las'elementos de Golgi, el antígeno 28.5 predomina sobre los 

tú bulos vesiculares de la red de Golgi, los antígenos 21 y 

28. 5 KDa también se encuentran en la superficie del taqui zoi to 

principalmente en el complejo de la membrana interna, reportan 

que los componentes secretadas por el Toxoplasma gondii están 

implicados en el estado invasivo del parásito a las células 

hospederas <Lycke et al 1975, Nic:holes et al 1983, Sadak et al 

1988); confirman que antígenas de 61ZJ y 43 KDa influyen en la 

penetración a la célula. La localización de los antígenos 21, 27, 

1 IZJ 



28.5 y 32 l<Da en los gránulos densos y en las vacuolas del 

parasitóforo sugieren un papel significativo en el mecanismo de 

escape a la multiplicación del parásito y que la resistencia de 

los fagosomas con toxoplasma a la digestión endocitica se debe a 

modificaciones morfológicas celulares inducidas por la secreción 

de algún componente superficial o citoplásmico <Porchett y Tor-

pier, 1983; Sibley et al, 1986; Sibley y Krahenbuhl, 1988). 

El papel de los antígenos secretores no está bien 

estudiado, pero se postula su posible papel en la protección a la 

infección. ESA induce anticuerpos dependientes (Oarcy et al 1988) 

y mediados por células <Redel et al 1988> contra toxoplasma en 

ratones Nu/Nu<l0J. 
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RESPUESTA INMUNE 

La respuesta inmune resulta de las interacciones de 

varios elementos: 

1 .- La captación, procesamiento y presentación del antígeno a 

células 8 y T es realizado por células presentadoras de antígeno 

<APCs), éstas estimulan las células T cooperadoras <TH>. Las 

interacciones entre células y las células efectoras 

Cmacrófagos, células 8 y células T citotóxicas) puede efectuarse 

por interacción celular directa o mediada por factores solubles 

Clinfocinas y manocinas). 

2.- Las células TH estimulan a las células 8 para producir anti

cuerpos por interacción directa o a través de un puente antigéni

co o por aumento de factores que actuan primero enlazando a APCs. 

3.- La respuesta celular involucra cooperación entre células TH y 

células efectoras Cmacrófagos y células T citotóxicas). 

El nivel y tipo de respuesta es regulada por células T 

supresoras .. APCs. células TH y anticuerpos, finalmente el sistema 

inmune interac:tua con otras células como granulocitos .. 

fibroblastos y con el sistema enzimático sérico para producir 

reacciones inflamatorias dirigidas a eliminar el origen del 

antígeno C29l. 

En enfermedades parasitarias el reconocimiento inmune 

es complejo debido a su diversidad antigénica y ciclos de vida. 

Los or-ganismos que se desarrollan intracelularmente pueden 

dividirse en dos grupos dependiendo del tipo de células que 
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infecten: 1) infección células fagocíticas (ej. Mycobacterium 

tuberculosis: 2l infección primaria de células no fagocíticas. En 

el primer gruoo las células hospederas infectadas expresan el 

antígeno en asociación con moléculas clase II del complejo mayor 

de histocompatibilidad <MHCI y por lo tanto la infección es 

controlada primariamente por linfocitos T efectores CD4+, en el 

segundo grupo el antígeno es expresado en asociación con 

moléculas clase del MHC y la infección es controlada por 

linfocitos T CD8+ C18l. 

El Toxoolasma gondii infecta una gran variedad de 

células, muchas de ellas son no fagocíticas oor lo que la 

respuesta inmune primaria es a través de células T CDS+. Estas 

células evitan la formación de quistes por lisis de células 

infectadas, haciendo al parásito más accesible a otras células 

efectoras <macrófagos activados. células T c:itoliticas. 

anticuerpos especificas, sistema de complemento> capaces de lisar 

al parásito extracelular (6, 18, 25>. Khan IA et al e 19912ll 

reportaron que células CD4+ y CD8+ son parasiticidas a I..:.. gondii 

extracelulares y oresentan citotoxicidad independiente de la 

opsonizacion, secreción de linfocinas, actividad de células NK y 

restricción de MHC; también establecen que la proteina mayor 

<P30) del I..:.. gondii es responsable de la inducción de células T 

citotó><icas antígeno especificas \25). Gazzinelli R et al <19912l) 

realizan estudios in vivo e in vitr-o usando una vacuna de h 

gondii atenuado; estimula células esplénicas y células del nodo 

linfático encontrando que se produce altos niveles de TIFN e IL2, 
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que las células T CD4+ producen más -rIFN que los linfocitos T 

CDS+ pero que es inactivo y que para que células T CDS+ produzcan 

-rIFN activo necesita de factores auxiliadores producidos por 

CD4+. El mecanismo de acción de -rIFN en la inmunidad de 

Toxoplasma gondii no está bien definido pero se piensa que activa 

macrófagos por muerte intracelular del parásito o por la habili

dad de la citocina a inhibir la multiplicación del parásito en 

células no fagociticas <lS). 

El hecho de que células T CDS+ tengan un importante 

papel en la protección contra el Toxoplasma gondii explica la 

alta incidencia de toxoplasmosis en pacientes con SIDA en la fase 

latente de la enfermedad, que es cuando hay deficiencia en la 

función de las células CDS+. Erbe DV & Pfefferkorn C1991J demos

traron que existen diferentes receptores Fe para IgG sobre cé

lulas como macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, células B, cé

lulas NK y monocitos, las cuales contribuyen a la muerte del 

parásito ( 13>. 

14 



PROPIEDADES FISJCOQUIMJCAS Y BIOLOGJCAS DE LAS JNMUNOGLOBULJNAS 

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son un grupo de 

glicoproteinas presentes en la fracción T del suero y en fluidos 

tisulares, pueden ser secretadas o encontrarse sabre la super ti-

cie celular y ambas pueden tener la misma especificidad antigéni-

ca 139). Cada inmunoglobulina está constituida por dos cadenas 

polipeptidicas pesadas idénticas y dos ligeras idénticas, unidas 

entre sí por enlaces disulfura y por interacciones secundarias 

(fig. 3>, poseen una característica bifuncianal. una región de la 

molécula se enlaza con el antígeno y otra se une a la superficie 

tisular del hospedero, incluyendo varias células del sistema in-

mune, algunas células fagocíticas y el primer componente del 

sistema de complemento <Clql <29. 39>. 

Las inmunoglobulinas se agrupan en clases y subclases, 

diferenciándose por su tamaño, carga, composición de aminoácidos 

y contenido de carbohidrato, presentando diversas propiedades 

<tabla 1) 139). 

IgM : comprende cerca del 1~% del total de las inmunoglobulinas, 

tiene estructura pentamérica, es el primer anticuerpo en 

aparecer sobre la superficie de células B, es el componen-

te mayor de la respuesta inmune primaria y la más efi-

ciente fijadora de complemento 117. 29>. 

IgG es la más abundante de las inmunoglobulinas, comprende del 

70 - 75 % del total, proteína monomérica distribuida intra 

y extravascularmente. es el mayor anticuerpo de la 
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l"e'>pUi?sta inmune secundaria y la única clase antitoxina 

capaz de adapta!" moléculas, las cuales permiten pone!" en 

juego otros efectore'i inmunes (39); es la más efectiva 

clase de inmunoglobulina di? objetivo• sensibilizados 

citotoxi~idad anticuel"po-dependiente, como poi" ejemplo la 

muerte de esquistosomulas por eosinófilos, la cual SP. 

realizd por enlace de los eosinófilos d la re1~ión Ft~ de ld 

!gG sobre la esquistosomula blanco C29l. 

!1¡1) COl"l"P.Sponde menos del 1" dP. la'> inmunoglolJulinas totales, 

lgE 

se loca.liza en qrande'i cantidades sohre la membrana. d1-! 

linfocitos B circulantes, se encuentrd P.n 

monomériccl., su papel bioló11ic11 es controversia!, algunos 

inmunólo13as establecen que juegd un papel esencial en el 

desal"l"ol lo y difP.l"P.nciación de las células B y en el 

establecimiento del est.;ido inmunidad/tolel"ancia a 

antígenos particulares, otros la. consideran un vestigio 

evolucional"io <11,29>. 

compl"endP •olo el ~.004" del total de las inmunoglobulinas 

séricas, es de forma monomérica, se encuentra sobre la 

memb,..ana de basófilos, •e agrega con gl"an facilidad a 

c'lulas ~ebadas a tl"avés de 1"ecepto1"es ~c y ésto provoca 

un eslabón Pntre Pl •istema inmune y el •i•tPma inflamato-

ria pfpctor. L.a lg~ pl"oporciona un ejemplo notol"io de 

naturi=lle?n hifur1C"'ional ele las inmunoglobulinns, rija 

la 

el 

nnti{JPno m~cljantP la porrión fab y se unP a las célula• 
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cebadao; de lo• tejido'i y bao;ófilos por la porción t=c Ct/, 

2'3, .3'3). 

lgA rPpresPntA. dC'l 1~- 20~ de las inmunonlobulinns f.'"ricao;., PS 

mayor c:-omponPnte de las sec-reciones mucosns C"omo 

f.a 1 i Vc""l., f.ec.·reci onpo;. traqueobronquirtles, c-al c1F.tro, lec~he y 

Sf'crPC"ionPf. !1enit.ourinarias ( 1 ·1, 22). tie 

~1rincipalmente C"omo n1on6mero Pn el supra, c:-on un 10 - l~1' 

en forma poliméricn y Pn las secrecionPs ext.Prnas l'stá 

La IgA secrPtoria <IgAs) está compuestn de un dimero de 

IgA, una mol•cula cie c:-omponente •ecretorio CPM. 70,000) y 

una molécula de cadena J CPM. lti, 001/J); PS una molécula con 

un coeficiente de sedimentación de 118, PM. 400, 001/J. 

PequE·~as c·antidades cle ]~¡As se Pncuentr~ en supra normal y 

pUPde aumentar en cierta~ 

afectada la mucosa C17>. 

E-xi strn ciar. 

enfermedades donde se ve 

SUPrO y 

set:-reci aneo;, I gA 1 representa el '301' del total de IqA 

y una porC"ión semrjante ele 1 aA de célula<. 

plasmáticns dr la m~ciula ósen y la lgA2 comprende hasta PI 

&01' del total de IqA, é•ta• subclase• difieren 

antigénicamente en su contenido de glucoc.;amina 1 en la. 

re1¡ i ón de bisaqra, en el nómero de enlaces di5ulfuro 

intercadena y en sus propiedades metabólicas. 

La IgA lleqa a las secreciones por trasudación del suero y 

por síntesis local en la lámina propia de la mucosa, la 

17 



IgA dimérica e'i trano;portada a tr ... yéo; del epitelio d<>l 

int1>stino y glándulao; salivales por un sistema d<> 

trasferencia que involucrd enlace con el componente 

ser:retario, la IgA diméricd se une al receptor poli-!~ 

expuesto sobr<> el lado seroso del epitelio glandular, el 

complejo receptor/IgA e'i introducido al epitelio y 

transportado .._ la superficie de ld mucosa donde es puesto 

en libertad. La porción del receptor unida a la IgA formd 

la pieza sec:-retora. e'itá unida por 

di.;ulfuro y proteg<> a la IgA d<> la deqrddación 

secreciones muco sao; ( fiq. 4> (.3'-)). 

t=UNC rDN'"'S La l!]A tiene ac:1:ión neutral i ¿ante 

enl~ces 

en ld'i 

en 

P.nfermedade-; virales, por ejem11lo la vacuna~ión 11ral 

contra la 11oliomielitio; induce producc:ión de IgAo;, la c:ual 

previene la 1juplicación y penetración del virus. 

íiene dctividad antibacteriana, se une a los componentes 

ant igénicoo; de la superficie d<> la bacteria evitando su 

adherencia y colonización a las células epiteliales <17). 

Inv1>stiqaciones realizadas por inmunoblot en el estudio de 

la respuesta inmune sugieren que la IgM e IgA son unas d<> 

lao; importantes estructuras t~ue intervienen en la 

protec:ción contra ld infección (3~l. 
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l'\NTIGFNO 
ANTICUERPO 

Para topo 

Región Fe 

Fig 3 Estructur-a do un anticu<>rpo o inmuno']lobulina. 
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS 

l1111Unoglohulina Igt;l IgGZ lgG3 IgG4 lgH lgAl IgAZ IgAs lgD IgE 

Cadena pesada ,.1 '"ª 13 1.¡ µ 
"1 <(ª 1(1 o !(. 

Concentración nedia 
9 3 1 8.5 1.5 3.8 8.5 8.85 8.83 8.H8085 

serica CnglnU 

Constante de 
7S 7S 7S 7S 198 7S 7S us 7S as 

ru I sedinentación 
s 

Peso 110lecular 146,000 146,000 170, 000 146,000 970, 000 160, 000 160, 000 385, 000 184, 000 198, 000 

ltmero de cadenas 
4 4 4 4 5 4 4 4 4 5 

pesadas dO!!inantes 

CM-bohidratos (le) Z-3 Z-3 Z-3 Z-3 12 7-11 7-11 7-11 9-14 12 

Fijación del conplemmto tt t ttt - ttt 

+ 
Transferencia placentaria t t 

hbla 1 



IgA dimérica 

l Receptor 
poli Ig 

~ 

Superficie 
serosa 

o 
Epitelio 
glandular 

Unión 

1ntr0Üón 

o 

Superficie de la 
mucosa 

te 

Pieza 

secretor~ 

==:=:>. Rompimiento 

IgA secretora 

Fig 4 Papel de la IgAs en la protección de la superficie mucosa. 
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METDDOS INMUNOENZIMATICOS 

Este gr-upo de técnicas emplea antígenos, haptenos o 

anticuer-pos mar-cadas con una enzima: se basan en la especificidad 

de la r-eacción antigeno-anticuer-po y en la sensibilidad del 

sistema indicador- <2, 32, 48). Existen dos tipos de inmunoensa

yos: homogéneos y heter-ogéneos. 

INMUNOENSAYO HOMOGENEO <31. 48, 51): Se basa en los cambios de la 

actividad enzimática, un hapteno es unido a la enzima de tal 

for-ma que a 1 ter-a su ac tiv id ad cuando e 1 hapteno se une a 1 

anticuer-po <fig. 5l. Se emplea en la detección de abuso de dr-ogas 

<opiáceos, barbitúricos, anfetaminas, etc .. ) , en 1 a medición de 

ni veles terapeú tic os de drogas ( d ig oxina, 1 idocaina, fenobarbi

ta l, teofilinal y en la deter-minación de T4. 

Existen var-ios tipos de EIAs homogéneos <3ll, en cada 

uno de ellos la interacción antígeno-anticuerpo modula la activi

dad de la enzima. La compañia Syva, en Califor-nia E.U.A .• ha 

desar-r-ol lado un EIA con el nombr-e de EMIT <Enzyme Multipled 

Immunoassay Techniquel par-a la mayor-ía de dr-ogas antiepilépticas, 

drogas cardioac:tivas, antiasmáticas, antineoplásicas y el abuso 

de dr-ogas <31 l. En este sistema, el anticuer-po al unir-se con el 

conjugado hapteno-enzima inhibe la actividad enzimática, el 

hapteno libr-e en los estándar-es o muestr-as r-educe la inhibición 

por competición por el anticuerpo, de esta manera, en pr-esencia 

de anticuer-po, la actividad de la enzima es pr-opor-cional a la 

concentr-ación del hapteno Jibr-e <fig. 6) <31l. 



Ei Enzima inhibida 
Ea Enzima activada 
H Hapteno 
A Anticuerpo 

Fig. 5 Principio del inmunoensayo homogéneo. 

Sitio activo 

~ + ® + ~~ ~+[;30~ 
Hapteno Ab anti- Enzima 
libre hapteno inactiva 

Fig. 6 Enzyme Multiplied Immunoassay Technique <EMIT> 
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Ventajas: ensayos específicos, sensibles, de amplia aplicación, 

equipo requerido relativamente barato y ampliamente disponible, 

reactivos baratos y de vida media larga, no requiere etapas de 

separación, potencia 1 para au toma ti zar, no tiene pe 1 igro de ra

diación. 

INMUNOENSAYO HETEROGENEO C31. 34, 49>: llamado también ELISA 

CEnzyme Linked Immunosorbent Assay), combina las ventajas de la 

inmunofluorescencia y el radioinmunoensayo, superando muchas de 

las ventajas de otros métodos. Este tipo de pruebas es adecuado 

para la determinación y medición de sustancias con PM arriba de 

10,000; Engval et al y VannWeemen realizaron los primeros traba

jos sobre éstas técnicas, en la cual se pega un antígeno soluble 

o anticuerpo a una fase sólida insolube sin perder su propiedad 

inmunológica. Las técnicas ELISA pueden ser competitivas, no com

petitivas e indirectas C31>. 

ELISA COMPETITIVO: puede usar como conjugado antígeno-enzima o 

anticuerpo-enzima, cuando el conjugado es antígeno-enzima el 

anticuerpo especifico se adsorbe física o covalentemente a una 

fase sólida después el conjugado es incubado en presencia de un 

antigeno estandard o la muestra a ser analizada y competirán por 

los sitios de unión del anticuerpo inmovilizado <fig. 7>. En ésta 

técnica la concentración de los productos del sustrato son inver

samente proporcionales a la concentración del estandard o del 

antígeno en la muestra. Se aplica a una gran variedad de sustan

cias como IgG, gonadotropina coriónica y ATP. 
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·-9 ANTICU"eo-'"ZJMO 

D ANTICUERPO LIBRE 
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ANTICUERPO EN 
FASE SOLIDA 

ANT 1GENO-El~Z1 MA 

e? 
00 

a? 
l
c:::s ANTIGENO EN c:::s FASE SOLIDA 

l
==<<O 
==<<e/E 

MEDICION DE LA 
ACTIVIDAD ENZIMATICA 

MEDICION DE LA 
~ ACTIVIDAD EHZIMATICA 

o ANTIGENO ESTANDAR 
O EN LA MUESTRA 

Fig. 7 ELISA coMpetitlvo usando antigeno o anticuerpo Marcado. 



ELISANO COMPETITIVO (31): llamados también ensayos inmunoenzimo

métricos o ELISA sandwich (fig. Bl. en ésta técnica el antígeno 

reacciona con un exceso estequiométrico de anticuerpo y la reac

ción antígeno-anticuerpo es medido en un segundo paso. Se usan 

antígenos bi o polivalentes y sigue Jos siguientes pasos: 

1.- El anticuerpo especifico se inmoviliza en la fase sólida. el 

anticuerpo no pegado se elimina par lavado. 

2. - La solución conteniendo e 1 antígeno se incuba con la fase 

sólida sensibilizada, se elimina por lavado el antígeno que no 

r-eacciona .. 

3.- El complejo anticuerpo-antigeno inmovilizado se incuba con un 

exceso de un segundo anticuerpo unido a la enzima, se elimina por 

lavada lo que no reacciona. 

4.- Se adiciona el sustrato y el cambio de color es proporcional 

a la cantidad del antígeno presente en Ja muestra. 

El ELISA sandwich se usa en la cuantificación de marca-

dares tumorales como antígenos carcinoembriónicas, 

na y otros antígenos como proteínas. virus, etc. 

a-fetoprotei-

También existe el ELISA doble sandwich modificado para la 

detección y medición de antígenos. en éste se emplea dos 

anticuerpos obtenidos en diferente especie animal (fig. 9>. 

ELISA INDIRECTO: se usa oara medir la concentración de anticuer

pos en muestras de fluidos biológicos; el antígeno inmovilizado 

reacciona con el anticuerpo de la muestra y posteriormente reac

ciona con un segundo anticuerpo unido a la enzima (fig. 10l. 
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Las características de los elementos que se emplean en 

la realización de un método ELISA son: 

FASE SOLIDA: se han usado glóbulos de poliestireno, tubos de 

polivinilo. policarbonato~ partículas de agarosa y poliacrilami

na, y placas plásticas microtituladoras (34~ 47. 49>. La inmovi

lización del antigeno o anticuerpo en la fase sólida es por 

enlace covalente o por adsorción continua de inter-ac:ciones no 

covalentes. altas concentraciones de antígeno o anticuerpo redu

cen los enlaces no específicos y mejora los específicos. la 

adsorción no específica se reduce adicionando al buffer de 

revestimiento un detergente como Tween 20 y/o pr-oteina como 

gelatina o suero albúmina bovina <31); la adsorción depende 

también del tiempo, temperatura y pH, un revestimiento uniforme 

se logra a 4ºC, pH 9.6 durante toda la noche <47, 49). Se debe 

determinar la concentración óptima de revestimiento para cada 

ensayo. 

ETAPAS DE LAVADO: deben rea 1 izarse con una solución de buffer 

fosfato salino-Tween 211l <PBS-Tween 212)) después de revestir la 

fase sólida, después de la incubación de la muestra y de la 

incubación con el conjugado, esta fase es importante ya que 

pueden quedar residuos de material que reaccionen y a 1 teren los 

resultados <48). 

MUESTRA A ENSAYAR: algunas contienen sustancias de PM elevado que 

pueden pegarse de manera inespecífica a la fase sólida. este 

problema se reduce si la muestra se diluye en PES conteniendo un 

agente detergente <49l. 
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ANTI GENO: para cada ensayo es necesario determinar la concentra-

ción óptima del antigeno, la cual se establece por titulación en 

"tablero de ajedrez" (5!Zll. 

CONJUGADO <31, 47, 49, 52l: para la obtención, ,del conjugado se 

,debe considerar: 

a> Preparación de la inmunoglobulina: 

il Tipo de inmunoglobulina usada para inmunización. 

ii) Especie del animal empleado en la inmunización (oveja, cabra~ 

conejo). 

bl Tipo de enzima: ésta debe ser económica, de alto grado de 

pureza, elevada actividad específica, estable al almacenamiento, 

soluble, no dar enlaces cruzados. Las más empleadas son la Pero

x id asa de rábano pican te y 1 a fosfa tasa alca 1 ina, pero ex is ten 

otras como se muestra en la tabla 2 (3, 4>. 

el Método de acoplamiento o conjugación <24, 31, 32, 49, 52l: 

éstos métodos se basan en la reacción entre los grupos amino 

presentes en el anticuerpo y los grupos carbohidrato de la enzima 

con ayuda de un reactivo bifuncional como glutaraldehido, benzo

quinona, etc .• Existe dos métodos para su obtención: 

1.- Método Nakane: en ésta técnica los grupos hidroxilo en las 

cadenas carbohidr-atos de la enzima son oxidados por periodato. 

Antes de la oxidación los grupos amino deben protegerse para 

prevenir la formación de hamopolímer-os a interenlaces, ésto se 

consigue por acción del dinitrofluorobenceno o bajando el pH a 4, 

después de la oxidación los grupos aldehídos reaccionan con los 

grupos amino de la inmunoglobulina formando una base de Schiff a 
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pH 9, ésta es reducida y estabilizada con borohidruro de sodio 

dando como resultado un conjugado con un grado de polimerización 

bajo < fig. 11 J • 

2.- Método Avrameas: emplea c:omo reactivo bifuncional el 

glutaraldehido, puede realizarse en uno o dos pasos. 

UN PASO: se mezclan la enzima y el anticuerpo en presencia de 

glutaraldehido. En este método se forman polímeros de alto y bajo 

peso molecular de enzima y anticuerpo. No es satisfactorio par-a 

la Peroxidasa. 

DOS PASOS: es adecuado para Peroxidasa y produce conjugados 

homogéneos. En el primer paso la Peroxidasa es activada forman-

dese grupos aldehído que reaccionan en un segundo paso con los 

grupos amino libres del antígeno o anticuerpo formando una base 

de Schiff, el producto se insolubiliza por adición de aminoácidos 

como lisina, histidina y glicina (fig. 12J. 

dl Purificación <49, 512)): se realiza por precipitación con 

sulfato de amonio o por filtración en gel <Sephacryl 212ll2l, Ultra-

gel Ac-A-44, etc.>. Los conjugados con Peroxidasa duran mucho 

tiempo almacenados en forma liofilizada, sin perder su actividad. 

SUSTRATO (49): debe ser barato, soluble y de fácil uso. Para la 

Peroxidasa hay una amplia variedad de sustratos oxidados por 

peróxido de hidrógeno pero presentan problemas de solubilidad, 

siendo el más adecuado la o-fenilendiamina <OPD>. 

VENTAJAS: en la tabla 3 se muestra un análisis comparativo de las 

ventajas y desventajas del método ELISA con el radioinmunoensayo 

<RIA) e inmunofluorescencia <IFA> <47>. 
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1~< LAVAR l==<<O 
Ag 

l==<<O>nn LAVAR 

1==<<0» ¡-<< 
LAVAR HEDICION DE LA 

ACTIVIDAD ENZIHATICA 

Ab anti B 

==<< ANTICUERPO ESPECIFICO (EJ. DE CONEJO) (Ab A) 

ANTIGENO ESPECIFICO EN LA MUESTRA 

LAVAR 

o 
==<< ANTICUERPO ESPECIFICO DE DIFERENTE ESPECIE (EJ. DE CABRA) (Ab B) 

E 

==6:<< GLOBULI NA ~nt 1 B-ENZ IMA (EJ. I g ANTI CABRA) 

HIDROLISIS DEL SUSTRATO IGUAL A LA CANTIDAD DE Ab PRESENTE 

Fig. 9 ELISA doble sandwich 1111odlf"icado 
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I=> ANTIGENO EN FASE SOLIDA 

D ANTICUERPO ESPECIFICO PRESENTE EN LA MUESTRA 

* ANTIGLOBULINA-ENZIMA 

Figura 10 ELISA lndlrec1:o 

HEDICION DE LA 
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CH OH 

I~ OH 

Kr-1?1 

___ r-HH 

IEHZIHAI 
'--tlH 

HETODOS DE CONJUGACIOH 

...l2, ... _.. <
í~H::O 

H! OH + 

,--t H::H-[iioT°EIHA 1 
PROTE 1 HA ---+l~-P-E-RO_X_l_D_A_SA~, 

1--CH::O L-----C H=H-1 l"ROT::E I HA 1 

Figura 11 HETODO HAKAHE 

+ 

H H 

~-<CH2 > 3i 
H CHO CHO 

+ ~-IPROTEIHAl.........,.OH-<CH2 > 3-cH-!H-cH2-!H-cH-CCH2> 3-CHO 
A IEHZIHAl-lH Hl-IPROTEIHAI 

Figura 12 HETODO Al.IRAHEAS 
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ENZIMA 

Glucosa-&-fosfato 
del1 idrogenasa 

Halato dehidrogenasa 

Glucosa oxidasa 

Acetilcolinesterasa 

Glucosa-anilasa 

Lisozina 

.S-galactosidasa 

Fosfatasa alcalina 

FUENTE 

Leuconostoc nesenteroides 

Corazón de puerco, ~itocondria 

Aspergillus niger 

Anguila electrica 

Rizopus niuens 

Albúnina de hueuo 

Escherichia coli 

Hucosa intestinal de ternera 
y E. coli 

Tabla 2 ENZIHAS EHPLEADAS EN LA OBTENCION DE CONJUGADOS 



CFI J: T EFI J: O ELJ:SA FI J: A J: FA 

SENSIBILIDAD Alta Alta Usual1:1ente baja 
ESPECIFICIDAD Depende de la preparación Alta 

del antígena 
REPRODUCIBlLIDAD Aceptable Aceptable Aceptable 
LECTURA Objetiva Objetiva Usualnente subjetiva 
PREPARACION DEL Puede ser Puede ser Fácil 

w 1 
ANTI GENO coRplicada co111plicada 

[JI REALIZACION EN 
EL CAHPO Fácil Difícil Fácil 

ttECAN IZAC ION Pasible Posible Dil'foil 
COSTO Bajo Alto Alta 
IJIDA HEDIA DE Largo Corto Larga REACTllJOS 
PELIGRO DE SALUD ttenor o Presente Henar o 
PARA EL PERSONAL Ninguno Ninguno 

Tabla 3 IJENTAJAS DEL HETODO ELlSA 



FUNDAMENTACIDN DEL TEMA 

La búsqueda de nuevas técnicas para el diagnóstico en 

los últimos años a dado mayor importancia a la aplicación de la 

Inmunología al diagnóstico médico y a la creación de un nuevo 

grupo de pruebas conocidas como inmunoensayos. Estos combinan la 

especificidad de la reacción antígeno-anticuerpo con la 

sensibilidad de un sistema indicador (49>. 

La introducción de los análisis inmunoabsorbentes 

ligados a enzimas CELISAl en el diagnóstico de las enfermedades 

parasitarias abre nuevas posibilidades para realizar pruebas 

tempranas y rápidas que ayuden a confirmar determinados 

padecimientos. El diagnóstico de la toxoplasmosis se puede 

realizar por la prueba tintoreal de Sabin-Feldman, anticuerpos 

indirectas fluorescentes .. fijación de complemento y 

hemaglutinación, técnicas que presentan varias desventajas con 

respecto al método ELISA C5, 27, 30>. 

La prueba tintoreal de Sabin-Feldman tiene la 

desventaja de requerir el par-a.sito 11 in vitro 11
• el cual al estar 

en contacto con el suero problema. si éste tiene anticuerpos 

específicos, el parásito pierde su afinidad por el colorante: en 

algunos casos puede dar resultados negativos o positivos a titulo 

poco significativo, dado que puede tratarse de infecciones 

antiguas y en estos casos la prueba tintoreal por si sola muchas 

veces no permite descartar ni confirmar el diagnóstico <5, 9>. 

La hemaglutinación emplea glóbulos de carnero con 



antígeno soluble de Toxoolasma gondii y ofrece resultados 

semejantes a la prueba tintoreal (5, 9>. 

La fijación de complemento es positiva en la cuarta 

semana de infección y se negativiza Pronto, después del 

tratamiento clínico (5,9>. 

La determinación indirecta de anticuerpos fluorescentes 

es la más satisfactoria. pero requiere de equipo costoso y mucha 

experiencia para obtener reproducción en la lectura <5>. 

El analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas es una 

técnica de menor costo, rápida, con alto nivel de especificidad y 

sensibilidad. Se han reportado resultados hechos por ELISA que 

pueden equipararse a los que se obtienen con los anticuerpos 

indirectos fluorescentes. El ELISA requiere de reactivos de bajo 

casto. dentro de los que se incluye conjugados proteicos que 

pueden elaborarse con relativa facilidad en el laboratorio. en 

este proyecto se emplearan anticuerpos anti IgA, anti IgM y anti 

IgG unidos a Peroxidasa <sistema indicador> <5, 34, 49, 52). 

La infección por Toxoplasma gondii da por resultado la 

producción de anticuerpos específicos. los cuales pueden 

demostrarse mediante técnicas inmunoenzimáticas. Anteriormente 

las pruebas de elección para su diagnóstico eran la prueba 

tintoreal de Sabin-Feldman y la determinación de anticuerpos 

indirec: tos fluorescentes, las cu a les pres en tan desventajas ya 

antes mencionadas, ésto dio origen a la investigación de pruebas 

diagnósticas que dieran resultados más satisfactorios, llevando 

así a la aplicación de los métodos inmunoenzimáticos para 
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determinar anticuerpos especif icos a Toxoplasma La 

determinación de lgM da resultados falsos positivos cuando está 

preser1te el factor r-eumatoide o anticuerpos antinucleares, lo 

cual no se ha detectado cuando se hacen determinaciones de lgG e 

lgA C33l. 

Algunos autores no consideran de valor diagnóstico la 

determinación de IgA pero investigaciones realizadas por Decoster 

et al e 1988J y Stepick-Biek < 199Ql) demuestran que la determina-

ción temprana de lgA puede ser importante para el diagnóstico de 

la toxoplasmosis aguda, especialmente durante el embarazo y tal 

vez en pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia 

( 12' 26' 43) . 

El presente trabajo trata de proporcionar una nueva 

alternativa para el diagnóstico temprano de la toxoplasmosis, la 

cual además de presentar las ventajas del método ELISA, también 

tiene la de la obtención de la muestra a analizar <salival. La 

IgA es la inmunoglobulina predominante en las secreciones como 

resultado de la trasudación del suero y su producción local en 

1 as mucosas. Las secreciones ex ternas se ca rae ter izan por e 1 

predominio de la IgA, es por esto que podemos detectar niveles 

significativos de IgA específica a Toxoplasma gondii (17, 22i. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La toxoplasmosis es una enfer-medad par-asitar-ia de 

distr-ibución cosmopolita que puede desar-r-ollar-se en un gr-an 

número de huéspedes ver-tebr-ados, siendo el huésped definitivo el 

gato casero y otr-os animales de la familia Felidae. La infección 

por Toxoplasma Q.Q....ndii habitualmente ocurre a través del sistema 

digestivo, los pr-otozoar-ios pueden penetr-ar y pr-olifer-ar- en todas 

las células del cuer-po far-mando quistes que per-manecen viables 

por- lar-go periodo. El hombr-e no posee importancia de 

consideración como fuente de difusión de la enfer-medad con 

excepción de las mujeres embar-azadas en donde puede presentarse 

una trasmisión tr-asplacentaria al feto. la cual se traduce en 

lesiones a diversos tejidas. principalmente en Sistema Nervioso 

Central y órganos de la vista. Los niños que logran sobrevivir 

presentan tr-astor-nos irrever-sibles en el sistema nervioso. 

vísceras y esqueleto. que a su vez conducen a graves alteraciones 

del estado fisico y psíquico. En la ciudad de México se estima 

que hay apr-oxímadamente 2000 deficientes mentales por- año a causa 

de la toxoplasmosis y en estudios r-ealizados por- Fer-nandez 

Torrano et al, en el oriente del estado de Tabasco. revelan que 

la toxoplasmosís es una de las causas pr-incipales de abar-to en 

ésta r-egíón de la República Mexicana <14>. 

Siendo ésta una enfermedad asintomática en el adulto, 

es necesario crear nuevas técnicas que colaboren a su diagnóstico 

tempr-ano e implementar éstas como rutinar-ías en mujeres 



embar-azadas, realizando pruebas en diferentes etapas de 

gestación. Las actuales pruebas diagnósticas presentan muchas 

desventajas, por ejemplo la prueba tintareal de Sabin-Feldman o 

la determinación indirecta de anticuerpos fluorescentes, par lo 

que la aplicación de los inmunoensayos r-epresenta un gr-an avance 

para el diagnóstico temprano de esta enfermedad. 
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OBJl~T !VOS 

Implementar und nueva prueba diagnóstica para 

toxoplasmosis, determinando IgA especifica a Toxoplasma gondii en 

"">dl ivd. 

la relación de Jos valores en~ontrados por 

esta metodología ~on Jos niveles •éricos. 

1:-stablPcer si existe rel~ción con la positividad o 

negatividad encontrada en la determinación de JgM, 

~érica. 

HIPIJT~SIS 

Se espera encontrar niveles de IgA 

lgG e lgA 

en saliVrl 

equipardbles a. loo; niveles o.;~rieos, asi como la e><istenr.ia cie un¿ 

buena correlación 1:on los resultados clínicos y lo~ obteni1jo~ en 

la determinación de I~M, IgG e IgA sérica, pudiendo de esta 

manera realizar el diagnóstico 

actualmente se realiza. 

en saliva y no en suero como 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO 

Inmunoglobulinas anti IgA, 

Peroxidasa de rábano picante. 

Saliva humana 

Suero humano 

REACTIVOS 

Acido cítrico. Merck 

Agua bidestilada 

anti 

Albúmina sérica bovina. Merck 

Carbonato ácido de sodio. Baker 

Carbonato de sodio anhidro. Baker 

Cloruro de potasio. Monterrey 

Cloruro de sodio. Monterrey 

IgM y anti 

Fosfato dibásico de sodio anhidro. Técnica Química 

Fosfato dibásico de sodio dodecahidratado. Baker 

Fosfato monobásico de potasio. Baker 

Glutaraldehido. Sigma 

Hidróxido de sodio. Técnica Química 

Lisina. Sigma 

o-fenilendiamina. Sigma 

Peroxidasa de rábano picante. Sigma 

Peróxido de hidrógeno. Monterrey 

Reactivo Folin-Ciocalteau. Sigma 

42 

IgG unidas a 



Sephadex G-25. Sigma 

Sulfato de amonio. Quimica Dinámica 

Sulfato de cobre pentahidratado. Baker 

Tartrato de sodio o potasio. Baker 

Tween 20. Sigma 

MATERIAL 

Algodón 

Anillo de hierro 

Celda para espectrofotómetro 8 & L 

Espátula de acero inoxidable 

Jeringa desechable 3, 5 ml. Plastipak 

Matraz erlenmeyer 125, 500, 1000 ml. Pyrex 

Matraz volumétrico 50. 100 y 1000 ml. Pyrex 

Mechero bunsen 

Membrana para diálisis 

Pinzas de tres dedos 

Pipeta de émbolo 20 a 100 µl. Brand 

Pipeta graduada 1, 10 ml. Pyrex 

Pizeta 500 ml. 

Placa de microtitulación 12.7 x 9.5 cm 129A. Dynatech Labs. 

Soporte universal 

Termómetro -10 a +260ºC. Taylor 

Tubo de ensaye 13xl00 mm. Pyrex 

Vaso de precipitado 100 ml. Pyrex 



EQUIPO 

Agitador de placas de microtitulación. Bellco Glass Inc. 

Agitador magnético. Thermolyne 

Agitador vortex genie. Scientific Industries Inc. 

Balanza analitica. Mettler HB0 

Baño de agua con temperatura controlada. Precission 

Centrifuga. Solbat 

Equipo de destilación 2000 ml. Pyrex 

Espectrofotómetro ELISA. Oynatech MR 250 

Espectrofotómetro Spectronic 20. Bausch & Lomb 

Incubadora. Riossa EC 

Potenciómetro. Sargent Welch PBL 400 

Refrigerador. Philips 127-VA 
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~lETODOLOGIA 

l.- Elaboración del conjugado usando inmunoglobulinas anticadenas 

a, ~. o µ humanas y Peroxidasa de rábano picante por el método de 

acoplamiento 

purificación. 

de dos pasos con glutaraldehido y posterior 

2.- Determinar las concentraciones adecuadas de antígeno y con-

jugado para el sistema, por medio de titulación 

ajedrez. 

por tablero de 

3.- Tomar muestras de saliva sin estimulación y sangre a niñas de 

2 a 15 años con parálisis cerebral y al personal que labora en 

APPAC. 

4.- Descomplementar salivas y suero para evitar fijación de com

plemento y almacenarlas a -20ºC para su posterior uso. 

5.- Determinar anticuerpos específicos a Toxoplasma gondii en 

saliva y suero por el método ELISA <sandwich). 

6.- Análisis de resultados. 
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ft-:CNICAS 

I.- PR~PARACION D~ CONJUGADOS <32, 49, ~0) 

a) Obtención de Inmunoglobulina 

La fr;¡cción de inmunoglobulina 

~1recipitación con sulfato de sodio a amonio. 

SP. prepara por 

1. - A ml de antisuPro adicionar 1 ml de amorti~uador de 

fosfc1tos "ªlino pH -1.4, despu~s ildicionar 2 ml de sulfato de 

amonio al :~f.1'. Agitnr por :~0 minutos a temperatura nmbi ente. 

?.- C:pntrifu[¡ar ":~QIQ!Og por 10 minuto" y Javnr Pl prrcipitado c1os 

veces con !.ulfato ~e ~monio ;¡l 18~. 

prpc-i pitmlo Pn l ml clE' PHS (amortiguador de 

"ªlino> y rPmovPr Pl 1.ulfato clP ~mor1io por diálisi~ o 

fiar medio de una c•olumna ele Seph~dex G-2~1. 

4.- lleterminñr la c-oncE'ntrñción de prot .. ina por .. 1 método Lowry. 

b) Conjugación de !.-ª. inmunoglobulina con Peroxidasa de rábano 

picante 

Acoplamiento c-on glutaraldehido de dos pasos. 

1.- Disolv .. r 10 mg de Peroxidasa en 0.2 ml de amortiguador de 

fosfñtos QI. 1M, pH &. El, conteniendo 1. 2~1' de ¡¡lutaralclehido. llejar 

JB horas o durante la noche a temperntura ambiente. 

?.- Dializar c-ontra solución ~alina normal o pa~ar a través de 

una columna ele el g l utnraldeh ido 

1 ibrr. 

PS necPsario r+. l ml , ;1di~ionar 1 ml de sal inA. 

norméll que c-ontPnoa ~, mr1 ele anticurrpo y 171. 1 ml de amortiuuador 
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carbonato-bicarbonato de sodio lM pH 9.5. 

4.- Dejar 24 horas a 4"C y adicionar IZJ.1 ml de lisina IZJ.2M. 

5.- Dejarla 2 horas a temperatura ambiente y dializar extensiva

mente contra amortiguador de fosfatos salino pH 7.2 a 4ºC. 

e> Purificación ~conjugado 

1.- Adicionar un volumen igual de sulfato de amonio saturado, 

frío y neutro, gota a gota, con agitación. 

2.- Centrifugar a 31ZJIZJIZJ g llZJ minutos. Lavar el precipitado 2 veces 

con sulfato de amonio a la mitad de saturación 

sulfato de amonio y PBSl frío y neutro. 

<volumen igual de 

3.- Centrifugar y redisolver el precipitado en PBS. 

4.- Dializar contra PBS para remover el sulfato de amonio o pasar 

a través de una columna de Sephadex G-25. 

II.- TITULACION DEL CONJUGADO <51ZJl. 

Antígeno <lgG humanal para sensibilizar la placa a una 

concentración de mg/ml en solución salina. 

1.- Diluir 1:51ZJIZJ la Ig humana <1 mg/mll 

cubrimiento. 

con amortiguador de re-

2.- Colocar en una gradilla 7 tubos de ensaye etiquetados de la A 

a la G. 

3.- En el tubo A colocar 3 ml de la dilución 1:500 y en los 

tubos de la B a la G se hacen diluciones al doble con volumenes 

de 1.5 ml de amortiguador de carbonatos, mezclando bien cada 

tubo. 

4.- En una placa de microtitulación de 96 pozos colocar llZJIZJ µ 1 
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del tubo A en la fila A, hacer lo mismo con el resto de los 

tubos. La fila H se llena con 1!21121 µl del diluyente <testigo 

negativo del antígeno>. 

5.- Tapar la placa y dejar en cámara húmeda 18 horas a 4ºC. 

6.- Tirar el sobrenadante y bloquear con 2121121 µl de albúmina 

sérica bovina al !/. en PBS durante 3121 minutos a temperatura 

ambiente. 

7.- Tirar el sobrenadan te y lavar 4 veces con PBS-Tween, 

dejándolo actuar 1 minuto. 

B.- Tomar 11 tubos de ensayo y hacer diluciones al doble del 

conjugado Peroxidasa-anti IgG humana, usando volumenes de ml. 

9.- Colocar 1121121 µl del tubo en los pazos de la hilera 1, hacer 

lo mismo con el resto de los tubas. La hilera 12 solo lleva PBS-

Tween <testigo negativo de conjugado). Tapar la placa y dejar 2 

horas a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

1121.- Tirar el sobrenadante y lavar como se indica en el paso 7. 

11.- Adicionar 1121121 µl de sustrato y dejar a 37ºC 15 minutos. 

12.- Leer la densidad óptica a 49121 nm. 

III.- OBTENCIDN DEL ANTIGENO. 

Este método fué realizado por el departamento de Ecolo

gía Humana de la Facultad de Medicina de la UNAM, a cargo del 

Dr. Manuel Gutiérrez Quiraz. 

IV.- DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO LDWRY <7>. 

1.- A l ml de la muestra agregar 3 ml del reactivo C, agitar y 
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reposar 10 minutos. 

2.- Adicionar 0.1 ml del reactivo Folin Ciocalteau, agitar y 

reposar 30 minutos. 

3.- Leer la densidad óptica a 600 nm. 

Reactivo A: 20 g carbonato de sodio anhidro y 4 g de hidróxido de 

sodio aforado a 1000 ml. 

Reactivo 8 

Reactivo 8 2 

100 ml. 

2 g tartrato de sodio o potasio aforado a 100 ml. 

g de sulfato de cobre pentahidratado aforado a 

Reactivo C : 1 ml del reactivo 8 

ml del reactivo A. 

+ 1 ml del reactivo 8 2 + 100 

V.- DBTENCION DE MUESTRAS 

1.- Se toman aproximadamente 2 ml de muestra de saliva a niños y 

adultos, sin estimulación para su producción, en tubos de ensaye 

estériles. 

2.- Filtrar la saliva en una jeringa usando algodón como medio 

filtrante. 

3.- Colocar el filtrado en tubos de poliestireno estériles y 

ponerlos a baño maría a 52ºC durante 30 minutos. 

4.- Congelar las muestras a -20"C hasta su uso. 

5.- Las muestr-as de suero fueron proporcionadas por el 

Departamento de Ecología Humana de la Facultad de Medicina, UNAM. 
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VI.- DETERMINACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS POR EL METODO ELISA 

C SANDWICH) C 50, 51 ) . 

1.- Colocar en una placa microtituladora lQ)Q) µl de antígeno de 

Toxoplasma gondii en cada pozo. 

2.- Tapar la placa e incubar en cámara húmeda 18 horas a 4ºC. 

3.- Tirar el sobrenadante y bloquear con 2Q)l2J µl de albúmina 

sérica bovina al l'l. en PBS durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. 

4.- Tirar el sobrenadante y lavar 4 veces con PBS-Tween, dejando 

actuar 1 minuto la solución de lavado. 

5.- Agregar lQ)Q) µl de la muestra a los pozos correspondientes 

<suero 1:50 o saliva 1:5 en PBSl. 

6.- Tapar la placa e incubar 2 horas a tempratura ambiente en 

cámara húmeda. 

7.- Tirar el sobrenadante y lavar corno en el paso 4. 

8.- Colocar a todos los pozos 112l12J µl del conjugado, para IgA e 

IgG diluido 1:112ll2Jl2J y para IgM 1:5Q)Q). 

9.- Incubar 3 horas a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

112J.- Tirar el sobrenadante y lavar corno en el paso 4. 

11.- Adicionar a todos los pozos 112ll2l µl del sustrato e incubar 15 

minutos a 37ºC. 

12.- Determinar la densidad óptica a 4912l nrn. 
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RESULTADOS 

1.- El antígeno de Toxoplasma qondii fué proporcionado por el 

Departamento de Eco logia Humana de la Facultad de Medicina. Se 

determinó su con e en trae ión y se di luyó con PBS hasta tener 4 

µl/ml para emplearse en el método ELISA. 

2.- Se tomaron 60 muestras de saliva y sangre: salivas y sueros 

fueron descomplementados y congelados hasta su uso. Las muestras 

fueron de niños y adultos de ambos sexos, los niñas con una edad 

de 1 a 17 años, presentando parálisis cer·ebral, pertenecientes a 

la Asociación pro persona con parálisis cerebral CAPPAC> y los 

adultos de 20 a 47 aAos, trabajadores de la misma institución. 

3. - Anticuerpos IgG de c:anej o an ticadenas ce. 'T, µ humanas se 

precipitaron can solución saturada de sulfato de amonio; se 

cuantificó la proteina por método Lowry y se acoplaron a 

Peroxidasa de rábano picante por el método de glutaraldehido de 2 

pasos y posteriormente se purificó por precipitación con sulfato 

de amonio .. 

4.- Los conjugados que se emplearon en la técnica ELISA fueron de 

marca comercial CCappel) C IgG de cabra anti IgA, anti IgG y anti 

IgM humana>. Se consideró para la realización del método ELISA 

que todo el material a utilizar debe estar libre de cualquier 

residuo orgánico y jabón, y el agua que se emplee en la 

preparación de los reactivos debe ser bidestilada en vidrio ya 

que cualquier tipo de componente orgánico o inorgánico que no 
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forme parte de la metodología altera los resultados. Se 

hicieron pequeñas modificaciones en los tiempos de incubación al 

realizar la metodologia no encontrando var-iación significativa, 

la técnica ELISA marca incubación de muestras y conjugados de 3 

horas a temperatura ambiente, realizándose durante la noche a 

4ºC. 

5.- Se determinó el título de IgM, IgG e IgA específicos a 

Toxoplasma. gondii en suero e IgAs en saliva, encontrando los 

resultados mostrados en la tabla 4 y 5. 

6.- Para determinar la positividad o negatividad de la muestra se 

considero el criterio establecido en "Data on file ( 1988)' 

Organon Teknika B.V. 8uxtell Holland", encontrando los siguientes 

cortes para las inmunoglobulinas: 

IgG 

IgM 

IgA 

IgAs 

(2).5603 

(2).8737 

12J.7!Zl26 

!Zl.8646 
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en 
.¡:. 

EL ISA. 
IFA = O 

TOXOPLASMOSIS. 

l=========l=========l=========l=========I 
1 IgM 1 IgG 1 IgA 1 IgAs 1 
!=======================================! 

1 1 + 1 + 1 + 1 + 
2 1 - 1 - 1 
3 1 + 1 + 1 
4 1 + 1 - 1 
5 1 - 1 - 1 - 1 + 
6 1 - 1 - 1 - 1 + 
7 1 + 1 + 
8 1 + 
9 1 - 1 + 1 - 1 + 

10 
11 
12 1 + 1 + 
13 
14 1 - 1 + 
15 1 - 1 + 
16 
17 1 + 
18 1 - 1 + 1 + 
19 
20 1 - 1 + 1 - 1 + 
21 
22 
23 
24 1 + 1 + 1 + 1 + 
25 1 + 
26 1 - 1 - 1 - 1 + 
27 1 + 1 - 1 - 1 + 
28 1 + 1 + 1 + 

IFA = 1:64 

l=========l=========l=========l=========I 
1 IgM 1 IgG 1 IgA 1 IgAs 1 
!=======================================! 

291 + 1 + 1 - 1 + 1 
30 1 - 1 - 1 - 1 - 1 
31 1 - 1 + 1 - 1 - 1 
32 1 - 1 + 1 - 1 + 1 
33 1 - 1 
341 - 1 + 1 + 
35 1 - 1 
36 1 - 1 
37 1 + + 1 + 1 + 
38 1 + + 1 + 
39 1 + + 1 - 1 + 
40 1 + + 1 + 1 + 
41 + 
42 + 
43 + 1 + 
44 + 1 + 1 + 
45 + 1 -
46 1 + + 1 + 
47 1 + - 1 -
48 + 1 - 1 + 

TABLA 5 POSITIVIDADES Y NEGATIVIDADES DE LAS MUESTRAS 



UI 
~ 

ELISA. TOXOPLASMOSIS. 
!FA= 1:128 

l=========l=========l=========l=========I 
1 !gM 1 IgG 1 IgA 1 IgAs 1 
!=======================================! 

49 1 + 1 + 1 + 1 + 1 
56 1 - 1 + 1 + 1 + 1 
55 1 - 1 + 1 - 1 + 
531 - 1 + 1 + 
50 1 + 1 + 1 + 
54 
51 
52 

+ + 
+ 

+ 
+ 

IFA = 1:256 

l=========l=========l=========l=========I 
1 IgM 1 IgG 1 IgA 1 IgAs 1 
!=======================================! 

60 1 - 1 + 1 - 1 - 1 
581 + 1 + 1 + 
59 
57 

+ + 

TABLA 5 POSITIVIDAD Y NEGATIVIDAD DE LAS MUESTRAS 



ANALISIS DE RESULTADOS 

1.- De las 60 muestras. el 38% presenta titulo positivo de IgM, 

60% de IgG, 30% de IgA y 30% de IgAs <gráfica 1>. 

2.- De las 60 muestras 9 son negativas y 3 positivas en todas las 

determinaciones (!FA, ELISA lgAs, IgM, IgG, IgA>. 

3.- Considerando los resultados de la determinación indirecta de 

anticuer-pos fluorescentes <realizada en estudios anter-iores por 

el Departamento de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina) 

las muestras se clasificaron en 4 grupos: 

GPO. IFA negativa formado por 28 muestras, de las cuales el 

39% presenta titulo positivo de IgM, 39% de IgG, 14% de IgA y 28% 

de lgAs <gráfica 2>. 

GPO. I I IFA 1: 64 formado por 20 muestras, aqui el 35% 

presenta titulo positivo de IgM, 75% de IgG, 35% de IgA y 35% de 

IgAs <gráfica 3). 

GPO. III IFA = 1:128 formado por 8 muestras, presentando el 37% 

titulo positiva de IgM, 87% de IgG, 75% de IgA y 37% de IgAs 

<gráfica 4l. 

GPO. IV IFA 1: 256 formado por 4 muestras, de las cuales el 

50% presenta titula positiva de IgM, 75% de IgG, 25% de IgA y 0% 

de IgAs <gráfica 5>. 

4.- De las 60 muestras 14 corresponden a niñas, 12 a niñas, 5 

adultos masculinos y 29 adultos femeninos, quienes presentan 

valares positivas en la siguiente proporción (gráfica 6 - 9): 
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EL ISA 

IFA IgM IgG IgA IgAs 

Niños <n=14l 8 5 7 3 4 

Niñas <n=12l 12 6 1 IZl 6 4 

Adulto mase. <n=5l IZl IZl 2 

Adulto fem. <n=29) 12 11Zl 17 8 6 

5.- Comparando la positividad de la JgAs con las demás 

determinaciones tenemos las siguientes combinaciones: 

GPO. A < IgAs+, IgM+, IgG+, JgA+): este perfil inmunológico se 

presenta en 5 muestras, de las cuales 2 no presentan positividad 

en !FA. 

GPO. B <IgAs+, IgM-, IgG+, IgA+l: ésta característica se presenta 

en 2 muestras, siendo positivas en IFA. 

GPO. C < IgAs+, IgM-, IgG-, IgA-l: se presenta en 3 muestras, 

siendo negativas en !FA. 

GPO. D <IgAs+, IgM+, IgG+, IgA->: presente en 2 muestras, con 

positividad en IFA. 

GPO. E < IgAs+, IgM-, IgG+, IgA-l: se observa en 5 muestras, de 

las cuales solo 3 son positivas en IFA. 

GPO. F ( IgAs+, IgM+, IgG-, IgA->: presente en 1 muestra, siendo 

negativa en IFA. 

6.- Comparando la negatividad encontrada en IgAs tenemos: 

GPO. I <IgAs-, IgM-, IgG+, IgA+l: éste perfil se encuentra en 5 
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muestras, de las cuales 1 es negativa en IFA. 

GPO. II <IgAs-, IgM+, IgG+, IgA-l: presente en 4 muestras, 

siendo 3 negativas en IFA. 

GPO. III <IgAs-, IgM-, IgG+, IgA->: se observa en 7 muestras, de 

éstas 4 son negativas en IFA. 

GPO. IV < IgAs-, IgM+, IgG-, IgA-): se presenta en' 5 muestras, de 

ellas 4 son negativas en !FA. 

GPO. V <IgAs-, IgM+, IgG+, IgA+l: presente en 6 muestras, de las 

cuales es negativa en IFA. 

GPO. VI < IgAs-, IgM-, IgG-, IgA->: presente en 15 muestras, de 

las cuales 10 fueron negativas en !FA. 

7.- 11 muestras presentan positividad en las determinaciones de 

lgM, IgG e IgA <ELISA>, de las cuales 5 son positivas en IgAs y 6 

son negativas. 

8.- 18 muestras son negativas en IgM, IgG e IgA <ELISA>, de ellas 

15 fueron negativas en IgAs y 3 positivas. 

9.- Relación de IgAs con IgM: 8 muestras correlacionan en 

positividad y 27 en negatividad <gráfica 10, 11, 12). 

10.- Relación IgAs con IgG 14 muestras correlacionan en 

positividad y 20 en negatividad <gráfica 10, 11, 12>. 

11.- Relación IgAs con IgA sérica 7 muestras correlacionan en 

positividad y 31 en negatividad <gráfica 10, 11, 12>. 
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Sí se detectan anticuerpos específicos a To)(oplasm~-

gondii en saliva, aunque no e><iste una buena correlación con los 

11 lvt?l ~·; 

totdlm.,nte 

sintP.tizan 

y la-; inmunoqlol~ulinas no 

al mismo tit?mpo. La lgl-l e-; la que en mdyor r-risoi; 

detectada ya que 

tiempo. 

tlst .. puede per1nanecer elevada durante más 

~xi•tP relnción de Ja JgA salivnl ~on la positividnd y 

llf'gatividad Pncontrilda E"n las cletPrminaciones ~~ricas., c-on l¡¡M 

clp l con l ¡¡G clel ~.&. 6" y c-on l gA clel ten! ende una 

n1nyor corrPl~c·ión ron la lgA &éricn. 

l ns rea~ultñclos ohtpnido• c-on Pl método ~LISA tiPllen 

nLtiPnPn mejnr?s rps.ultnclos acordP~ c·on la clínica 

c•on p] método ~LlHA quP con indirflcta ele 

No se pueclp c·onc·luir que Ja cletermin"ción de l¡¡A en 

saliva por Pl método ~LISA no •en satisfactoria como prueba 

cdtprnativa para el cliagnóstico ele la 'loxoplasmosis, ya c¡uP no se 

f,abi..=t. E-TI que fasP de la jnfec·c.·ión se Pnconlraba.n los pacieontes. 

Para podPr PSt<thl ec-Pr qup la prueba puf>da cons iclerar"P 

;dtcrnet.tiva PS nPcPs«rio realizAr un Pstuclio f'n f'l c~ual ~.e vayan 
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detectando los niveles de inmunoglobulinas ( lgM, IgG, IgA sérica 

e IgA salival l durante las diferentes etapas de la infección y 

determinar con exactitud que correlación existe entre ellas y con 

la clínica del paciente. 
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