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INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias de importancia para el
hombre se pueden incluir 2n dos grupos dependiendo del agente
etioldgico que las originen, asi tenemos (27)

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

a) Nematodos: gj. Ancylostoma duodenale. Ascaris lumbricoides

b) Trematodos: ej. Schistosoma mansoni

c) Céstodos: ej. Taenia saqginata., T. solium

Il.— Infecciones causadas por protozoarios, que incluyen:

a) Flagelados: ej. Trichomonas vaginalis, Trypanosama cruzi

b) Rhizdpodos: ej. Entamopeba histolytica, E. gingivalis

<) Esporozoarios: ej. Eimeria, Toxcplasma qondii, Plasmodium

d) Ciliados: ej. Balantidium coli

Las infecciones parasitarias ,a menudo tienden a ser
cronicas, con pocos sintomas o ninguno y la persona iInfectada
puede transformarse en portador sin mostrar signos clinicos.

Dentro de las enfermedades parasitarias que afectan a
la poblacidn mundial se encuentran las producidas por

protozoarios, estas son especlialmente importantes debido a gque en

Africa y otros paises con clima tropical ia tripanosomiasis y
el paludismo son las mas importantes causas de morbilidad vy
mortal idad, también la amibiasis asintomética y la toxoplasmosis

se encuentran diseminadas en todo &1 mundo.
£1 uso de medicamentos inmunosupresores para el control

de las negplasias vy rechazo de trasplantes ha provocado 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-
presion. La infeccidn por toxoplasma en el hombre generalmente es
asintomitica y da por resultado la produccion de anticuerpos IgA,
IgG e 1IgM que pueden demostrarse por diversas técnicas comeo la

inmunofluorescencia indirecta v los métodos inmunoenzimaticos.



TOXOPLASMOSIS

Agente etiologico :Toxoplasma gondii

Caracteristicas H Parasito de distribucion cosmopolita,
perteneciente a la clase Sporgzea, a la subclase Coccidia vy a la

subfamilia Toxoplasmatinae (46), aislado del roedor Ctenodactilis

qgondii por Ch. Nicolle y L Manceaux. Puede desarrollarse en una
gran variedad de huéspedes vertebrados aungue su bhuésped defini-
tivo @s el gato casero y otros animales de la familia Eelidae
(29)3 se reproduce por division binaria llamada Endodiogenia, en
la cual primero se divide el nucleo, después replica el conoide
y las demas estructuras, posteriormente por una especie de gema-
cidn interna se dindividualizan 1los daos parasitos hijos; este
ciclo se realiza extraintestinalmente en tejidos humanos y de
otros mamiferos. También presenta un ciclo sexual (Esquizogdnico)
en las ceéelulas de la mucosa del intestino del gato en donde
madura para producir esquizontes, gametocitos vy finalmente ococis-
tos que son expulsados en las heces (fig. 1) (5,29). Cada oocisto
estd constituido en su interior por dos esporocistos, los cuales
se componen de cuatro esporozoitos alargados y encorvados. Los
oocistos en heces fecales de gato se vuelven infectivos de ! a S
dias y pueden permanecer viables por un afo. Los trofozoitos de
toxoplasma pueden encontrarse en ganglios linfadticos, mesentéri-
cos y en otros organos del gato., éstas formas no intestinales son
las unicas que se wven en vertebrados; pueden multiplicarse con

rapidez (taquizoitos) (fig. 2), los cuales son los causantes de



la diseminacian inicial de la infeccidn y destruccidn de los
tejidos, o multiplicarse con mas lentitud (bradizoitos) que son
los que forman los quistes. El toxoplasma puede parasitar muchos
tejidos, principalmente pulmean, corazdan, drganos linfoides vy

celulas del sistema nervioso central (3, 15, 16, 29, 46).

Patogénesis en el hombre: El1 hombre se contagia de los gatos,
perros, ovejas y aotros animales, la infeccidn puede ser adquirida
por S rutas diferentes: ingestion de cocistos en material conta-
minado por heces de gato, ingestion de quistes tisulares en carne
cruda o mal cocida, vegetales y frutas sin pelar y mal lavados,
paso trasplacentario de trofozoitos, trasfusion de sangre conte-
niendo leucocitos infectados y trasplante de un drgano infectado
(16, 19, 24, 46). Los pardsitos son fagocitados en el ileon o
e#ntran a células del cuerpo. alrededor se forma una zona de
necrosis, son destruidos por monocitos y neutrdfilos, pero los
taquizoitos permanecen vivos en macrdfagos y difunden por la
circulacion.
La toxoplasmosis puede ser :

I.— Aguda : es asintomdtica del 80 al 9@% de los casos, puede
presentar linfadenopatia cervical, fiebre, malestar, sudoracion
moc turna, inflamacién de la garganta, erupcion maculo papular,
hepatoesplenomegalia o aparicion de linfocitos atipicos. En
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adguirida es el caso
mas comun de infeccion oportunista del Sistema Nervioso Central,

causando abscesos, encefalitis u otra encefalopatia, deteriaoro



cognoscitivo, dolor de cabeza, coriorretinitis  y manifestaciones

sistémicas (26).

Il.~ Congenita : ocurre cuanidu una mujer es infectada durante el
embarazo, solo cerca del 18 7 de las mujeres infectadas
demuestran sintomas y por consiguiente la enfermedad no es
usualmente detectada sin un andlisis seroldgico. La infeccion en
el primer trimestre de embarazo produce los mas severos efectos
sobre el feto, puede resultar un aborto o nacimiento del producto
muertao, los nifos que logran sobrevivir pueden presentar
hepatoesplenomegalia, convulsiones, ictericia, hidrocefalia,
coriorretinitis, sordera, retraso mental. fiebre, micrecefalia,
linfadenopatia, trombocitopenia, vomito, diarrea, cataratas.
erupcidn, hipotermia y neumonitis. La mavyoria de los nifos
afectados son asintomaticos al nacer pero demuestran evidencia

del dafo cuando son observados varios meses O afos despues (135,

19, 26, 41).

DIAGNOSTICO : La infeccidn por Toxoplasma gondii induce la pro-—-

duccidn de inmunoglobulinas del tipo IgA, Ig6 e IgM, en algunos
casos los titulos altos permanecen por largos periodos, sobre
todo la IgG, esto dificulta la interpretacidn de las pruebas
seroldgicas. La caracterizacidn antigeéenica del pardsito unido a
teécnicas como ELISA, aglutinacidn inmunoadsorbente (ISAGA) ,
inmunoblot, ELIFA (Enzyme Linked Immune Filtration).,
inmunocaptura y el uso de anticuerpos monoclonales ha permitido

establecer el tipo de iInmunoglobulina predominante en las



diversas etapas de la enfermedad permitiendo hacer un diagndstico
mas certero del transcurso de la enfermedad (8, 35, 37, 38, 40,
42, 44, 45, 48)., Dependiendo del metodo usado son los tipos de

inmunoglobulinas especificas a Toxoplasma gondii Qque se

identifican, coincidiendo la mayoria en gue la IgM e IgG se
detectan en la fase aguda de la enfermedad: el metodo ELIFA vy
ELISA en la fase temprana de la toxoplasmosis congénita detectan
IgM, IgG & IgA, el ELISA también las detecta en la toxoplasmosis
cronica; en el Inmunoblot se detecta en mayor titulo IgA en la
etapa temprana vy posteriormente IgG e IgM. Pinnon JM et al.
(199@) empleando el método de inmunocaptura encuentra que en la
infeccion agquda se detecta IgE cuando IgG es negativa vy 1los
niveles de IgM e IgA mno son significativoes (36) . Los metodos
antes mencionados son alternativos para usarlos en lugar de los

métodos clasicos del diagndéstico de esta enfermedad.
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CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DEL Toxoplasma gondii

La aplicacidn de los anticuerpos monoclonales para
detectar antigenos de parasitos aunado a teécnicas como inmunoen-—
sayo enzimatico (ELISA). radioinmmunoensayo (RIA), electroforesis
e inmunoprecipitacion hamn permitido la identificacion y localiza-

cidn de los constituyentes antigenicos del Toxoplasma gondii (1,

1@, 11, 208, 21, 23, 3&6). Handman E et al en 1980 (21) marcaron
radicactivamente a taguizoitos del parasito con 125I 3% 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.
Araujo et al (1) desarrollan cuatro anticuerpos monoclaonales vy
por medio de un metodo ELISA detecta tres antigenos de membrana y
uno citoplésmico. Estudios realizados por Johnson et al en 1983
(23) establecen la existencia de otro componente antigeénico de 98
KDa sugiriendo que se trata de un componente saoluble del
citoplasma.

En 1988 Decoster et al (11} realizan estudios donde
observan la respuesta inmune hacia los antigenos excretados vy
segregados (ESA) por los taquizoitos en diversas etapas de la
infeccion, demostrando que los ESA son mas intensamente reconoci-
dos que los antigenos de membrana y citopldsmicos; encuentran gue
existen diferentes antigenos en cada fase de la infeccidn vy gue
pueden servir como marcadores para el diagndstico. Asi tenemos

que en la fase aguda primero se detectan antigenos de 43 o 30 KDa



reconocidos por una IgM, también se observan anticuerpos a ESA de
&% v 97 KDa: con anticuerpos contra membrana se reconocen anti-
genos de 43, 35 y 3@ KDa, en la fase cronica se reconocen cerca
de 20 antigenos en ESA y 4 de membrana, los antigenos de ESA que
detectan son de 188, 97, 86, &9, 6B, 57, 42, 39 y 28.5 KDa,
consideran como marcadores de ésta fase a los antigenos de 108 vy
28.3 KDa, y en la toxoplasmosis congénita detectan anticuerpos
IgM contra antigeno de 97 KDa tomandolo coma buen marcador de
éste tipo de infeccidn.

En 1990 Charif et al (1@) caracterizan y localizan los
antigenos secretados por taquizoilitos empleando técnicas como los
anticuerpos monoclonales, ELISA, IFa, electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE), inmunoprecipitacidn, inmunoelectrotransfe-—
rencia, microscopia inmunoelectrdonica Yy encuentran que los
antigenos secretores son los que predominantemente circulan en el
inicio de la infeccidn (Hughues y Van Knapen 1982). Los antigenos
21, 27 y 2B.5 KDa se encuentran en los granulos denseos asi como
en los elementos de Golgi, el antigeno 28.5 predomina sobre los
tubulos wvesiculares de la red de Golgi, los antigenos 21 y
28.5 KDa también se encuentran en la superficie del taguizoito
principalmente en el complejo de la membrana interna. reportan

que los componentes secretados por el Toxoplasma gondii estén

implicados en el estado invasivo del paradsito a las celulas
hospederas (Lycke et al 1973, Nicholes et al 1983, Sadak et al
1988): confirman que antigenos de 60 y 43 KDa influyen en la

penetracidn a la célula. La localizacidn de los antigenos 21, 27,



28.5 y 32 KDa en los granulos densos y en las vacuolas del
parasitoforo sugieren un papegl significativo en el mecanismo de
escape a la multiplicacicn del parasito v que la resistencia de
los fagosomas con toxoplasma a la digestidn endocitica se debe a
modificaciones morfoldgicas celulares inducidas por la secrecidn
de algun componente superficial o citoplasmico (Porchett y Tor-—
pier, 1983; Sibley et al, 19846; Sibley y Krahenbuhl, 1988).

El papel de los antigenos sécretores na esta bien
estudiado, pero se postula su posible papel en la proteccion a la
infeccidén. ESA induce anticuerpos dependientes (Darcy et al 1988)
y mediados por células (Redel et ail 1988) contra toxoplasma en

ratones Nu/Nu(1@).
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RESPUESTA - INMUNE

La respuesta inmune resulta de las interacciones de
varios elementos:
1.~ La captacion, procesamiento y presentacidn del antigeno a
células B v T es realizado por ceélulas presentadoras de antigeno
(APCs), eéstas estimulan las celulas T cooperadoras (Tyy). Las
interacciones entre celulas TH y las celulias efectoras
(macrofagos, ceélulas B y celulas T citotdxicas) puede efectuarse
por interaccion celular directa o mediada por factores saolubles
(linfocinas y monocinas).
2.~ Las celulas Ty estimulan a las celulas B para producir anti-
cuerpos por interaccidn directa o a traves de un puente antigéni-
co o por aumento de factores que actuan primero enlazando a APCs.
J3.— La respuesta celular involucra cooperacion entre células TH y
células efectoras (macrofagos v celulas T citotdxicas).

El nivel y tipo de respuesta es regulada por células T
supresoras, APCs, cé&lulas Ty vy anticuerpos, finalmente el sistema
inmune interactusa con otras celulas como granulocitos,
fibroblastos y con el sistema enzimdtico sérico para producir
reacciones inflamatorias dirigidas a eliminar el origen del
antigeno (29).

En enfermedades parasitarias el reconocimiento inmune
es complejo debido a su diversidad antigénica y ciclos de vida.
fLos organismos que se desarrollan intracelularmente puaden

dividirse en dos grupos dependiendo del tipo de células que



infecten: 1) infeccitdn células fagociticas (ej. Mycobacterium
tuberculasis: 2) infeccidn primaria de ceélulas no fagociticas. En
el primer grupo las celulas hospederas infectadas expresan el
antigeno en asociacién con moléculas clase II del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC)Y) vy por lo tanmto la infeccidn es
controlada primariamente por linfocitos T efectores CDh4+, en el
segundo grupo el antigeno es expresado en asociacion con
moleculas clase 1 del MHC vy 1la infeccitn es controlada por
linfocitos T CDb8+ (18).

El Toxoplasma gondii infecta uma gran variedad de

celulas, muchas de ellas son no fagociticas por lo que la
respuesta inmune primaria es a traves de ceélulas T CD8+. Estas
células evitan la formacion de guistes por lisis de ceéelulas
infectadas, haciendo al pardsito mas accesible a otras ceélulas
efectoras (macrofagos activados, ceélulas T citoliticas,
anticuerpos especificos, sistema de complemento) capaces de lisar
al pardsito extracelular (6, 18, 25). Khan IA et al ((19?9@)
reportaraon que células CD4+ y CDB+ son parasiticidas a T. gondii
extracelulares y presentan citotoxicidad independiente de la
opsonizacion, secreclion de linfocirmas, actividad de ceélulas NK y
restriccidn de MHC; también establecen que la proteina mayor
(P3@) del T. gondii es responsable de la induccion de celulas T
citotaxicas antigeno especificas (29). Gazzinelli R et al (19%90@)
realizan estudics in vivo e in vitro usando una vacuna de T.
gondii atenuado; estimula calulas esplénicas y ceélulas del nodo

linfatico encontrando que se produce altos niveles de TIFN e IL2,



que las ceélulas T CD4+ producen més TIFN que los linfotitos T
CDB8+ pero que es inactivo y gue para que celulas T DB+ produzcan
TIFN activo necesita de factores auxiliadores producidos por
Ch4+. E1 mecanismo de accion de TIFN en la inmunidad de

Toxoplasma gondii no esta bien definido pero se piensa que activa

macrofagos por muerte intracelular del pardsito o por la habili-
dad de la citocima a inhibir 1a multiplicacidén del parasito en
células no fagociticas (18).

El hecho de gue celulas T CDB+ tengan un importante

papel en la proteccidn contra el Toxoplasma gondii explica 1la

alta incidencia de toxoplasmosis en pacientes con SIDA en la fase
latente de la enfermedad, que es cuando hay deficiencia en la
funcion de las celulas CDB+. Erbe DV & Pfefferkorn (1991) demos—
traron que existen diferentes yreceptores Fc para Ig6 sobre ce-
lulas como macrdéfagos, neutrofilos, eosindfilos, celulas B, ce-
lulas NK y monacitos, las cuales contribuyen a la muerte del

parasito (13).
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y BIOLOGICAS DE LAS INMUNOGLOBUL INAS

Las inmunoglebulinas o anticuerpos son un grupo de
glicoproteinas presentes en la fraccion 7 del suero y en fluidos
tisulares, pueden ser secretadas o encontrarse sobre la superfi-
cie celular y ambas pueden tener la misma especificidad antigeéni-
ca (39). Cada inmunoglobulina estd constituida por dos cadenas
polipeptidicas pesadas idéenticas y dos ligeras ideénticas, unidas
2ntre si por enlaces disulfuro vy por interacciones secundarias
(fig. 3), poseen una caracteristica bifuncional, una regidn de la
molécula se enlaza con el antigeno y otra se une a la superficie
tisular del hospedero, incluyendo varias células del sistema in-
mune, algunas células Ffagociticas y el primer componente del
sistema de complementao (Clg) (29, 39).

{.as inmunoglobulinas s agrupan en clases y subclases,
diferencidndose por su tamafo, carga, composicidn de aminodcidos
y contenido de carbohidrato, presentando diversas propiedades
(tabla 1) (39).

IgM : comprende cerca del 1@0% del total de las inmunoglobulinas,
tiene estructura pentamerica, es el primer anticuerpo en
aparecer sobre la superficie de celulas B, es el componsn—
te mayor de la regpuesta inmune primaria y la mas efi-
clente filjadora de complemento (17. 29).

IgG : es la mas abundante de las inmunoglobulinas, comprende del
78 - 75 % del total, proteina monomérica distribuida intra

y extravascularmente, es el mayor anticuerpo de la

,_-
]
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respuesta inmune secundaria y la Gnica clase antitexina
capaz de adaptar moléculas, las cuales permiten poner en
Jjuego otros efectores inmunes (39); es la mas efectiva
clase de inmunoglobulina de objetivos sensibilizados para
citotoxicidad anticuerpo—-dependiente, como por ejemplo la
muerte de esquistosomulas por eosindédfilos, la cual se
realiza por enlace de 1los eosinéfilos a la regidn Fo de la
Iglh sobre la esquistosomula blance (29).
corresponde menos del 1% de las inmunoglobulinas tntales,
se laecaliza en nrandes cantidades sohre la membrana de
muchos linforitos B circulantes, se encuentra en forma
monomérica, su papel binldijico es controversial, algunos
inmunédlagos establecen gue juega un papel esencial en el
desarrollo y diferenciacidn de las células B y en el
establecimiento del estado inmunidad/tolerancia a
antigenos particulares, otros la consideran un vestigio
evolucionario (17,29).
comprende solo el @.Q004% del total de las inmunoglobulinas
séricas, es de forma monamérica, se encuentra sobre la
membrana de basa6filos, se apgrega con gran facilidad a
células cebadas a través de receptores kFc y ésto provoca
un eslabién entre el sistema inmune y el sistema inflamato-
rio efector. l.a gk proporciona un ejemplo notorio de la
naturalera bifuncional <e las inmunoglobulinas, fija el

antigeno mediante la porcidn Fab vy se une a las células

16



cebadas de los tejidos y basdfilos por la. porcién Fo (17,
29, .39).
representa del 15~ 28% de las inmunoglobulinas séricas, es

el mayor componente de las secreciones mucosas como

saliva, secreciones traqueobroncguiales, calostro, leche y
secreciones penitourinarias 17, ea). fie encuentra
principalmente coemo mondmero en el suero, con un 1@ — 15%

en forma polimérica y en las secreciones externas esta
como dimeroc (17, 2%, 39).

La IgA secretoria (IgRs) estd compuesta de un dimero de
IgA, una molécula cle componente secwetorio (PM. 70,000) y
una molécula de cadena J (PM. 15,000M); es una molécula con
un coeficiente de sedimentacidn de 115, PM. 400, KON,
PequeRas cantidades de lgAs se encuentra en suero normal y
puede aumentar en ciertas enfermedades donde se ve
afectada la mucosa (17).

Fxisten dos subclases de IgR (lgn1 e ]gn?) en  suero Y
secreciones, IgA; representa el 9¥% del total de [gR
sérica y una porcién semejante de 1IgR de células
plasmaticas de la mécula dsea y la 1pgA, comprencde hasta el
60% del total de [gA, éstas subclases difieren
antigénicamente en su contenido de glucosamina, en la
reyidén de bisanra, en el namero de enlaces disulfuro
intercadena y en sus propiedades metabdlicas.

lLa IgA lleya a las secreciones por trasudacidén del suevo y

por sintesis local en la lamina propia de la mucosa, la
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IgA dimérica es transportada a través del epitelio del
intestinoe y nglandulas salivales por un sistema de
trasferencia que involucra enlace con el componente
secretorio, la [gA dimérica se une al receptor poli—-Iy
expuesto sobre el lado seroso del epitelio glandular, el
complejo receptor/IgR es introducido al epitelio 1%
transportadeo a la superficie de la mucosa daoande es puesto
en libertad. La porcidn del receptor unida a la IgA forma
la pieza secretora la o©ual 2std wunida por enlaces
disulfuro y protege a la [gR de l1a degradacién en las
secreciones mucosas (Fig. 4) (39).

FUNC [ONES . LLa [ngA tiene awncidn neutralicante en las
entfermedades virales, por ejemplo la vacunaridén oral
contra la poliomielitis induce producreidn de IgAs, la twual
previene la duplicacidn y penetracidn del virus.
fiene actividad antibacteriana, se une a los componentes
antigénicos de la superficie de la bhacteria evitando su
adherencia y colonizacidn a las células epiteliales (17).
Investigaciones realizadas por inmunoblot en el estudio de
la respuesta inmune sugieren gue la IgM ¢ IgA son unas de
las importantes estructuras gue intervienen en la

proteccidn contra la infeccidn (35).
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Fig 4 Papel de la IgAs en la proteccidn de la superficie mucosa.
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METODDS INMUNDENZ IMATICOS

Este grupo de tecnicas emplea antigenos, haptenos o

anticuerpos marcados con una enzimad s basan en la especificidad
de la reaccidn antigeno—-anticuerpo vy en la sensibilidad del
sistema indicador (2, 32, 48). Existen dos tipos de inmunoensa-
vyos: homogeneos y heterogéneos.
INMUNOENSAYD HOMOGENEO (31, 48, 51): Se basa en los cambios de la
actividad enzimatica, un hapteno es unido a la enzima de tal
forma que altera su actividad cuando el hapteno se une al
anticuerpo (fig. S). Se emplea en la deteccion de abuso de drogas
(opidceos, barbituricos, anfetaminas, etc.), en la medicidn de
niveles terapeuticos de drugas (digoxina. lidocaina, fenabarbi-
tal, teofilina) vy en la determinacion de T4.

Existen varios tipos de EIAs homogéneos (31), en cada
uno de ellos la interaccidn antigeno-anticuerpeo modula la activi-
dad de 1la enzima. La comparia Byva, en California E.U.A.. ha
desarrollade un EIA con el nombre de EMIT (Enzyme Multipled
Immunocassay Technique) para la mayoria de drogas antiepilépticas,
drogas cardioactivas, antiasmaticas, antineopldsicas y el abuso
de drogas (31). En este sistema, &l anticuerpo al unirse con el
conjugadeo hapteno-enzima inhibe la actividad enzimatica, el
hapteno libre en los estdndares o muestras reduce la inhibicidn
por competicidén por el anticuerpo, de esta manera, en presencia
de anticuerpo, la actividad de la enzima es proporcional a la

concentracidgn del hapteno libre (fig. 6) (31).
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Fig. § Principio del inmunoensayo homogéneo.
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Fig. & Enzyme Multiplied Immunoassay Technique (EMIT)
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Ventajas: ensayos especificos, sensibles, de amplia aplicacidn,
equipo reguerido relativamente barato y ampliamente disponible,
reactivos baratos y de vida media larga, no reqgquiere etapas de
separacion, potencial para automatizar, no tiene peligro de ra-
diacion.

INMUNOENSAYO HETEROGENEO (31, 34, 493): llamado también ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), combina las ventajas de 1la
inmunofluorescencia y el radioinmunoensayo, superando muchas de
las ventajas de otros meétodos. Este tipo de pruebas es adecuado
para la determinacién y medicidn de sustancias con PM arriba de
1@0,008; Engval et al y VannWeemen realizaron los primeros traba-
jos sobre éstas técnicas, en la cual se pega un antigeno soluble
0 anticuerpo a una fase sdlida insolube sin perder su propiedad
inmunologica. Las técnicas ELISA pueden ser competitivas, no com-

petitivas e indirectas (31).

ELISA COMPETITIVO: puede usar como conjugsdo antigenc—-enzima o
anticuerpo-enzima, cuando el conjugado s antigeno—enzima el
anticuerpo especifico se adsorbe fisica o covalentemente a una
fase salida después el conjugado es incubado en presencia de un
antigeno estandard o la muestra a ser analizada y competiran por
los sitios de union del anticuerpo inmovilizado (fig. 7). En ésta
técnica la concentracidén de los productos del sustrato son inver-
samente praoporcionales a la concentracidn del estandard o del
antigeno en la muestra. Se aplica a una gran variedad de sustan-—

cias come IgG, gonadotropina corionica y ATP.
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Fig. 7 ELISA competitivo usando antigeno o anticuerpo marcado.




ELISA NO COMPETITIVO (31): 1llamados tambien ensayos inmunoenzimo-—
métricos o ELISA sandwich (fig. B), en ésta téecnica el antigeno
reacciona con un exceso estequiometrico de anticuerpo y la reac-—
cidn antigenc-anticuerpo es medido en un sequndo pasoc. Se usan
antigenos bi o palivalentes y sigue los siguientes pasos:

1.— El anticuerpo especifico se inmoviliza en la fase sdlida., el
anticuerpo no pegado se elimina por lavado.

2.~ Lta solucidn conteniendo el antigeno se incuba con la fase
sédlida sensibilizada, se elimina por lavado el antigeno que no
reacciona.

3.~ El complejo anticuerpo-antigeno inmovilizado se incuba con un
exceso de un segundo anticuerpo unido a la enzima, se elimina por
lavado lo que no reacciona.

4.- Se adiciona el sustrato y el cambio de color es proporcional
a la cantidad del antigeno presente en la muestra.

El ELISA sandwich se usa en la cuantificacién de marca-—
dores tumorales como antigenos carcinoembridnicos, a—fetoprotei-
na vy otros antigenos como proteinas, virus, etc.

También existe el ELISA doble sandwich modificadeo para la
deteccidn vy mediciédn de antigenos. en eéste se emplea dos

anticuerpos obtenidos en diferente especie animal (fig. ).

ELLISA INDIRECTO: se usa para medir la concentracidn de anticuer-
pos en muestras de fluldos bioldgicos; el antigeno inmovilizado
reacciona cen el anticuerpo de la muestra y posteriormente reac-

ciona con un segundo anticuerpo unido a la enzima (fig. 1@).



LLag caracteristicas de los elementos que.se.emplean en
la realizacidn de un método ELISA son:
FASE SOLIDA: se han usado gldbulos de poliestireno., tubos de
polivimilo, policarbonato, particulas de agarosa y poliacrilami-
na, v placas plasticas microtituladoras (34, 47, 492)., La inmovi-
lizacidn del antigeno o anticuerpo en la fase sélida es por
enlace cgovalente o por adsorcidn continua de interacciones no
covalentes, altas concentraciones de antigeno © anticuerpo redu-
cen los enlaces no especificos y mejora los especificos, ia
adsorcidn no especifica se reduce adicignando al buffer de
revestimiento un detergente como Tween 20 vy/0 proteina como
gelatina o suero albudmina bovina (31); la adsorcidn depende
también del tiempo, temperatura y pH, un revestimiento uniforme
se logra a 4°C, pH 9.6 durante toda la noche (47, 49). Se debe
determinar la concentracidn oéptima de revestimiento para cada
ensayo.
ETAPAS DE LAVADD: deben realizarse con una solucion de buffer
fosfato sslino-Tween 20 (PBS—-Tween 20) después de revestir la
fase solida, despues de la incubacion de la muestra y de la
incubacion con el conjugade, esta fase es importante ya gque
pueden quedar residuos de material que reaccionen y alteren los
resul tados (48).
MUESTRA A ENSAYAR: algunas contienen sustancias de PM elevado gque
puaden pegarse de manera Iinespecifica a la fase sdlida, este
problema se reduce si la muestra se diluye en PBS conteniendo un

agente detergente (49).



ANTIGENO: para cada ensayo es necesario determihaﬁ ié,concentra—
cidn éptima del antigeno, la cual se‘establécévh¢rf£itulac10n en

"tablero de ajedrez" (50@).

CONJUGADO (31, 47, 49, S52): para la abﬁéhd;bn “EL‘Eﬁnjugado se
-debe considerar: g : '
a) Preparacion de la inmunoglobulina:
i) Tipo de inmunoglobulina usada para inmunizacidn.

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

coneja).

b) Tipo de enzima: ésta debe ser econémica, de alto grado de
pureza, elevada actividad especifica, estable al almacenamiento.
soluble, no dar enlaces cruzados. Las mas empleadas son la Pero-
xidasa de rdbano picante y la fosfatasa alcalina, pero existen
otras como se muestra en la tabla 2 (3, 4).

c) Método de acoplamiento o conjugacion (24, 31, 32, 49, S2):
éstos metodos se basan en la reaccion entre los grupoms amino
presentes en €l anticuerpo y los grupos carbohidrato de la enzima
con ayuda de un reactivo bifuncional como glutaraldehido, benzo-
guinona, etc.. Existe dos métodos para su obtencidn:

1.— Método Nakane: en esta técnica los grupos hidroxilo en las
cadenas carbohidratos de la enzima son oxidados por periodato.
Antes de la oxidacion los grupos amino deben protegerse para
prevenir la formacidén de homoepolimercs o interenlaces, eéesto se
consigue por accidn del dinitrofluorobencenoc o bajando el pH a 4,
después de la oxidacidn los grupos aldehidos reaccionan con los

grupos amino de la inmunoglobulina formando una base de Schi+ff a



pH @, ésta es reducida y estabilizada cen borohidruro de sodio
dando como resultado un conjugado con un grado de polimerizacidn
bajo (fig. 11).

2.- Método Avrameas: emplea como reactivo bifunecional 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 polimeros de alto y bajo
peso molecular de enzima y anticuerpo. No es satisfactorio para
la Peroxidasa.

DOS PASOS: es adecuado para Peroxidasa y produce conjugados
homogéneos. En el primer paso la Peroxidasa es activada forman-
dose grupos aldehido gue reaccionan en un segundo paso con los
grupos amino libres del antigeno o anticuerpo formando una base
de Schitf, el producto se inscolubiliza por adicidn de aminocdcidos
como lisina, histidina y glicina (fig. 12).

d) Purificacion (49, 30): se realiza por precipitacidn <on
sulfato de amanio o por filtracitn en gel (Sephacryl 200, Ultra-
gel Ac-A-44, etc.). Los conjugados con Peroxidasa duran mucho
tiempo almacenadaos en forma liofilizada, sin perder su actividad.
SUSTRATO (4%9): debe ser barato, soluble y de farcil uso. Para la
fPeroxidasa hay una amplia variedad de sustratos oxidados por
peroxido de hidrdgeno pero presentan problemas de solubilidad,
siendo el mas adecuado la o-~fenilendiamina (OFD).

VENTAJAS: en la tabla 3 se muestra un analisis comparative de las
ventajas y desventajas del método ELISA con el radioinmunoensayo

(RIA) e inmunofluorescencia (IFA) (47).
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ENZ IMAN

Glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa

Malato dehidrogenasa
Glucosa oxidasa
ficetilcolinesterasa
Glucosa-anilasa
Lisozina
A-galactosidasa

Fosfatasa alcalina

FUENTI

Leuconostoc mesenteroides

Corazdn de puerco, mitocondria

Aspergillus niger

finguila electrica

Rizopus nivens

Afbimina de huevo

Escherichia coli

Hucosa intestinal de ternera
y E. celi

Tabla 2 ENZINAS EMPLEADAS EN LA OBTENCION DE CONJUGADOS
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CRITERIOQ

SENSIBILIDAD
ESPECIFICIPAD

REPRODUCIBILIDAD
LECTURA
PREPARACION DEL
ANTIGENO
REALIZACION EN
EL CAMPO
HECANIZACION
COSTO

UVIDA MEDIA DE
REACTIVOS
PELIGRO DE SALUD
PARA EL PERSONAL

Tabla 3

ELISA RIA
Alta Alta
Depende de la preparacidn

del antigeno

ficeptable ficeptable
Objetiva Ob jetiva
Puede ser Puede ser
corplicada complicada
Faeil Dificil
Posible Posible
Baje Alto
Largo Corto
Nenor o Presente
Ninguno

UENTAJAS DEL METODO ELISA

rrn

Usualuente baja
flta

Aceptable
Usualnente subjetiva
Facil

Fdcil

Dificil

Alto

Largo

Menor o
Ninguno




FUNDAMENTACION DEL TEMA

ta busqueda de nuevas técnicas para el diagndstico en
los ultimos afos a dado mayor iImportancia a la aplicacidén de la
Inmunologia al diagnostico meédico vy a la creacidon de un nuevo
grupo de pruebas conocidas como inmunoensavos. Estos combinan la
especificidad de la reaccion antigeno—-anticuerpo con la
sensibilidad de un sistema indicador (49).

La introduccidn de 1los andlisis inmunoabsorbentes
ligados a enzimas (ELISA) en el diagndstico de las enfermedades
parasitarias abre nuevas posibilidades para realizar. pruebas
tempranas v rapidas que ayuden a confirmar determinados
padecimientos. El diagndstico de la toxoplasmosis se puede
realizar por 1la prueba tintoreal de Sabin-Feldman, anticuerpos
indirectos fluorescentes, fijacion de complemento Y
hemaglutinacion, técnicas que presentan varias desventajas con

respecto al m&todo ELISA (5, 27, 3@).

La prueba tintoreal de Sabin-Feldman tiene 1la
desventaja de reguerir el parasito "in vitro", el cual al estar
en contacto con el suero problema, si éste tiene anticuerpos
especificos, &1 parasito 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 mni confirmar el diagndstico (5, 9).

La hemaglutinacion emplea globulos de carnevro con

)




antigeng soluble de Toxoplasma gondii vy nfrecej,rééultadcs
semajantes a la prueba tintoreal (3, 9).

ta fijacion de complemento es positiva en ia éuarta
semana de infeccion Y se negativiza pronto, despueés del
tratamiento clinico (35.9).

{.a determinacidn indirecta de anticuerpos fluorescentes
es la mas satisfactoria, pero requiere de equipo costoso y mucha
experiencia para obtener reproduccidn en la lectura (3).

El analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas es una
técnica de menor costo, rapida. con alto nivel de especificidad y
sensibilidad. Se han reportade resultados hechos por ELISA que
pueden eguipararse a los gue se obtienen con los anticuerpos
indirectos fluorescentes. £l ELISA requiere de reactivos de bajo
costo, dentro de los que se incluye conjugados proteicos gque
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) (S, 34, 49, 52).

La infeccidn por Toxoplasme gondii da por resultado la
produccidn de anticuerpos egpecificos., los cuales pueden
demostrarse mediante tecnicas inmunoenzimaticas. Anteriormente
las pruebas de eleccidn para su diagnostico eran la prueba
tintoreal de Sabin-Feldman vy la determinacion de anticuerpos
indirectos fluorescentes, las cuales presentan desventajas vya
antes mencionadas, ésto dio origen a la investigacidn de pruebas
diagndsticas que dieran resultados mas satisfactorios, llevando

asi a la aplicacién de los métodos inmunoenzimaticos para



determinar anticuerpos especificos a Toxgplasma gondii. La

determinacidn de lgM da resultados falsos positivos cuando esté
praesente el factor reumatoide o anticuerpaos antinucleares, lo
cual no se ha detectado cuando se hacen determinaciones de IgG e
IgA (33).

Algunos autores no consideran de valor diagndstico la
determinacion de IgA pero investigaciones realizadas por Dacoster
et al (1988) y Stepick-Biek (199@) demuestran que la determina-
cidon temprana de IgA puede ser importante para el diagndstico 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 diagndstico tempranc de la toxoplasmosis, la
cual ademas de presentar las ventajas del metodo ELISA, también
tiene la de la obtencién de la muestra a analizar (salival). La
IgA es la inmuneoglobulina predominante en las secreciones como
resultado de la trasudaciodn del susro y su produccidn local en
las mucosas. Las secreciones externas se caracterizan por el
predominioc de la IgA, es por esto que podemos detectar niveles

significativos de [gA especifica a Toxgplasma gondii (17, 22).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

lLa toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria de
distribucién cosmopolita que puede desarrollarge en un. aran
namero de huéspedes vertebrados, siendo el hueésped definitivo el
gato casero y otros animales de la familia Felidae. La infeccidén
por Toxoplasma gondii habitualmente ocurre a traves del sistema
digestivo, las protozoarios pueden penetrar y proliferar en todas
lags ceélulas del cuerpo formando guistes que permanecen viables
por largo periodo. El hombre no posee importancia de
consideraciean como fuente de difusidn de la enfermedad con
excepcion de las mujeres embarazadas en donde pusde presentarse
una trasmisiodn trasplacentaria al feto. la cual se traduce en
lesiones a diversos tejidos. principalmente en Sistema Nervioso
Central vy drganos de la vista. Los nifRos que logram sobrevivir
presentan trastornos irreversibles en el sistema nervioso,
visceras y esqueleto, que a su vez conducen a graves alteraciones
del estado fisico y psiquico. En la ciudad de México se estima
que hay aproximadamente 2000 deficientes mentales por a’io a causa
de la toxoplasmosis y en estudios realizados por fFernandez
Torrano et al, en el oriente del estado de Tabasco, revelan que
la toxoplasmosis es una de las causas principales de aborto en
ésta regidn de la Republica Mexicana (14).
Siendo ésta una enfermedad asintomatica en el adulto,

es necesario crear nuevas técnicas que colaboren a su diagnostico

temprano e implementar eéstas como rutinarias en mujeres



embarazadas, realizando pruebas en diferentes etapas de
gestacidn. Las actuales pruebas diagnésticas presentan muchas
desventajas, por ejemplo la prueba tintoreal de Sabin-Feldman o
la determinacidn indirecta de anticuerpos fluorescentes, por lo
que la aplicacidn de los inmunoensayos representa un gran avance

para el diagnédstico temprano de esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Implementar una nueva prueba diagndstica para la
toxoplasmosis, determinando IgA especifica a Toxoplasma gondii en
saliva.

Establecer la relacidn de los valores esncontrados por

esta metodologia con los niveles séricos.

EFstablecer si existe relacidén con la positividad o
negatividad encontrada en la cdeterminacidén de IgM, g6 e 1gA

sérica.

HIPOITESIS

Se espera encaentrar niveles de I[gA en saliva
eguiparables a 1o0s niveles séricos, asi comn la existencia de una
buena correlacidn con los resultados clinicos y los abtenidos en
la determinacidn de InM, Iglts e IgA sérica, pudiendo de esta
manera realizar el diagnéstico en saliva y no en suero como

actualmente se realiza.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Inmunoglobulinas anti IgA, anti IgM . vy anti IgG  unidas
Peroxidasa de rdbano picante.

Saliva humana

Suero humano

REACTIVOS

Acido citrico. Merck

Agua bidestilada

Albumina sérica bovina. Merck

Carbonato 4cido de sodio. Baker

Carbonato de sodio anhidro., Baker

Cloruro de potasio. Monterrey

Cloruro de sodio. Monterrey

Fosfato dibasico de sodio anhidro. Técnica Quimica
Fostato dibéasico de sodio dodecahidratado. Baker
Fosfato monobdsico de potasio. Baker
Glutaraldehido. Sigma

Hidroxido de sodio. Técnica Quimica

Lisina. Sigma

o—-fenilendiamina. Sigma

Peroxidasa de rdbano picante. Sigma

Perdxido de hidrdgeno. Monterrey

Reactivo Folin-Ciocalteau. Sigma

&
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Sephadex G-25. Sigma

Sulfato de amonio. GQuimica Dinamica
Sulfato de cobre pentahidratado. Baker
Tartrato de sodio o potasio. Baker

Tween 20. Sigma

MATERIAL

Algodon

Anillo de hierro

Celda para espectrofotdmetro B & L

Espatula de acero inoxidable

Jeringa desechable 3, S ml. Plastipak
Matraz erlenmeyer 125, 50@, 1800 ml. Pyrex
Matraz volumétrico 590, 100 y 1882 ml. Pyrex
Mechero bunsen

Membrana para didlisis

Pinzas de tres dedos

Pipeta de émbolo 20 a 1@@ pl. Brand

Pipeta graduada 1, 10 ml. Pyrex

Pizeta S0@ ml.

Placa de microtitulaciodn 12.7 x 9.5 cm 129A. Dynatech Labs.
Soporte universal

Termdmetro —-10 a +260°C. Taylor

Tubo de ensaye 13x1080 mm. Pyrex

vVaso de precipitado 100 ml. Pyrex



EQUIPO

Agitador de placas de microtitulacidn. Bellco Blass
Agitador magnético. Thermolyne

Agitador vortex genie. Scientific Industries Inc.
Balanza analitica. Mettler HEBEQ

Baro de agua con temperatura controlada. Precission
Centrifuga. Solbat

Equipo de destilacion 2000 ml. Pyrex
Espectrofotdmetro ELISA. Dynatech MR 230
Espectrofotdmetro Spectronic 20. Bausch & Lomb
Incubadora. Riossa EC

Potencidmetro. Sargent Welch PBL 400

Refrigerador. Philips 127-VA
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METODOLOGIA

l1.- Elaboracidn del conjugado usandd inmunoglobulinas anticadenas
a4y, T, O @ humanas y Peroxidasa de rabano picante por el método de
acoplamiento de dos pasos con glutaraldehido vy posterior
purificacion.

2.~ Determinar las concentraciones adecuadas de antigeno y con-
jugado para el sistema, por medio de titulacidn por tablero de
ajedrez.

3.- Tomar muestras de saliva sin estimulacidn y sangre a nifdos de
2 a 19 afos con pardlisis cerebral y al persocnal que labora en
APPAC.

4.- Descomplementar salivas y suero para evitar fijacidn de com-—
plemento y almacenarlas a —-20°C para su posterior uso.

3.~ Determinar anticuerpos especificos a Toxoplasma gondii en
saliva y suero por el meétodo ELISA (sandwich).

6.~ Andlisis de resultados.

rs
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MECNICAS

I.- PREPARALION DE CONJUGRDOS (32, 49, S52)

a) Dbtencién de Inmunoglobulina

La fraccidn de inmunoglobulina se prepara powv
precipitacidén con sulfato de sodic o amonio,.
1.- A 1 ml de antisuero adicionar 1 ml de amortiguader de
fosfatos salino pH 7.4, después adicionar & ml de sulfato de
amonio al 36%. Agitar por %0 minutos a temperatura ambiente.
P.~ Centrifungar a 3060g por 10 minutos y lavar el precipitado dos
veces con sulfato de amonio al 18%.
%.— Reditolver el precipitado en 1 ml de PBS (amortiguador de
fosfatos salino) y remover el sulfato de amonio por didlisis o
por medio de una columna cle Sephadex G-2%h.
4.— Determinar la concentracidn de proteina por el método Lowry.

b) Conjugacidn de la inmunoglobulina gcon Peroxidasa de rabano

picante

Acoplamiento con glutaraldehido de clos pasas.

1.~ Disolver 10 mg ce Peroxidasa en @.2 ml de amortiguador de
fosfatos @.1iM, pH 6.8, conteniendo 1.25% de plutaralcdehido. Dejar
18 horas o durante la noche a temperatura ambiente.

2.— Dializar contra solucién salina normal o pasar a través de
una columna de Sephadex G-25 para eliminar el glutaraldehido
libre.

3.~ fioncentrar si es necesario a 1 ml , adicienar 1 ml de 5alinA

normal que contenga O my de anticuerpo y @.1 ml de amortiguador
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carbonato-bicarbonato de sodio 1M pH 9.5.

4.— Dejar 24 horas a 4°C y adicionar 8.1 ml de lisina @.2M.

S.— Dejarla 2 horas a temperatura ambiente y dializar extensiva-
mente contra amortiguador de fosfatos salino pH 7.2 a 4°C.

c) Purificacidn del conjugado

1.~ Adicionar un volumen igual de sulfato de amonio saturado,
frio y neutro, gota a gota, con agitacion.

2.—- Centrifugar a 3800 g 1@ minutos. Lavar el precipitado 2 veces
con sulfato de amonio a la mitad de saturacion (volumen igual de
sulfato de amonio y PBS) frio y neutro.

3.- Centrifugar y redisolver el precipitado en PBS.

4.— Dializar contra PBS para remover 21 sulfato de amonio o pasar

a traveés de una columna de Sephadex G-25.

I1.- TITULACION DEL CONJUGADO (5@).

Antigeno (IgG humana) para sensibilizar la placa a una
concentracion de 1 mg/ml en solucidn salina.
1.—- Diluir 1:508 la Ig humana (1 ma/ml) con amortiguador de re-

cubrimiento.

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 dilucidn 1:5080 vy 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 microtitulacidon de 946 pozos colocar 190 pl

ay



del tubo A en la fila A, hacer lo mismo con el resto de los
tubos. La fila H se llena con 120 pl del diluyente (testigo
negativo del antigeno).

S.~ Tapar la placa y dejar en camara humeda 18 horas a 4°C.

6.~ Tirar el sobrenadante y bloguear con 200 pl de albumina
seérica bovina al 1% en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

7.~ Tirar el sobrenadante v lavar 4 veces con PBS-Tween,
dejandolo actuar ! minuto.

8.~ Tomar 11 tubos de ensayo y hacer diluciones al doble del
conjugado Peroxidasa—anti Ig6 humana, usando volumenes de 1 ml.
F.~- Colocar 108 pl del tubo 1 en los pozos de la hilera 1, hacer
lo mismo con el resto de los tubos. La hilera 12 solo lleva PB&E-
Tween (testigo negativo de conjugadol). Tapar la placa y dejar 2
horas a temperatura ambiente en cdmara humeda.

18.~ Tirar el sobrenadante y lavar como se indica en el paso 7.
11.~ Adicionar 108 pl de sustrato y dejar a 37°C 15 minutos.

12.~ Leer la densidad éptica a 420 nm.

III.—- OBTENCION DEL ANTIGENO.
Este método fué realizado por sl departamento de Ecolo-
gia Humana de la Facultad de Medicina de la UNAM, a cargo del

Dr. Manuel Gutiérrez Quiroz.

IV.— DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO LOWRY (7).

1.- A1 ml de la muestra agregar 3 ml del reactivo C, agitar vy
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reposar 10 minutos.

2.—- Adicionar B@.! ml del reactivo Folin Ciocalteau, ‘agitar vy
reposar 30 minutos.

T.~- Leer la densidad éptica a 608 nm.

Reactivo A: 20 g carbonato de sodio anhidro y 4 g de hidrodxido de
sodio aforado a 180@ ml.

Reactivo B 1 : 2 g tartrato de sodioc o potasio aforado a 160 ml.
Reactivo B 2 ¢ 1 g de sulfeto de cobre pentahidratade aforado a
1290 ml.

Reactivaoa € : 1 ml del reactivo B i + 1 ml del reactivo B 2 + 100

ml del reactivo A.

V.- OBTENCION DE MUESTRAS

1.- Se toman aproximadamente 2 ml de muestra de saliva a nifos vy
adultos, sin estimulacidn para su produccion, en tubos de ensaye
esteriles.

2.~ Filtrar la saliva en una Jjeringa usando algodon como medio
filtrante.

S.— Colocar el filtrado en tubos de poliestireno estériles y
ponerlos a bafo maria a 52°C durante 3@ minutos.

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

S.- Las muestras de suaro fueron proporcionadas por el

Departamento de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina, UNAM.
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V1.- DETERMINACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS POR EL METODO ELISA
(SANDWICH) (5@, 51).
1,- Cologcar en una placa microtituladora 1@@ ul de antigeno de

Toxoplasma gondii en cada pozo.

2.,- Tapar la placa e incubar en camara humeda 18 horas a 4°C.

3.~ Tirar el sobrenadante vy bloquear con 200 upl de albdimina
sarica bovina al 14 en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

4.- Tirar el sobrenadante y lavar 4 veces con PBS-Tween, dejando
actuar 1 minuto la solucidn de lavado.

5.~ Agregar 100 ul de la muestra a los pozos correspondientes
(suero 1:50 o saliva 1:5 en PBS).

&.—- Tapar la placa e incubar 2 horas a tempratura ambiente en
camara humeda.

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

8.~ Colocar a todos los pozos 106 pl del conjugado, para IgA e
IgG diluido 1:1008 y para IgM 1:3008.

?.- Incubar 3 horas a temperatura ambiente en cdmara humeda.

18.~ Tirar el sobrenadante y lavar como en el paso 4.

11.~ Adicionar a todos los pozos 100 pl del sustrato e incubar 13
minutas a 3I7°C.

12.— Determinar la densidad d&ptica a 490 nm.



RESUL. TADOS

1.- El1 antigeno de Toxoplasma qondii Ffué proporcionado por el

Departamento de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina. Se
determind su concentracidn y se diluyd con PBS hasta tener 4

pl/ml para emplearse en 21 método ELISA.

2.— Se tomaron 60 muestras de saliva y sangre: salivas y susros
fueron descomplementados y congelados hasta su uso. Las muestras
fueron de nifios y adultos de ambos sexos, los nifios con una edad
de 1 a 17 aros, presentando paralisis cerebral, pertenecientes a
la Agociacivn pro persona con pardlisis cerebral (APPAC) y los

adultos de 20 a 47 afos, trabajadores de la misma institucion.

Z.- Anticuerpos 1gG de conejo anticadenas «, T, Hd humanas se
precipitaron con solucidn saturada de sulfato de amonio; se
cuantifico la proteina por meétodo Lowry y se acoplaron a
Peroxidasa de rabano picante por el método de glutaraldehido de 2
pasos y posteriormente se purificd por precipitacioen comn sulfato
de amonio.

4.~ Los conjugados que se emplearon en la teécnica ELISA fueron de
marca comercial (Cappel) (IgG de cabra amti IgA,., anmti IgG y anti
IgM humana). Se considerd para la realizacilon del metodo ELISA
que todo el material a utilizar debe estar libre de cualquier
residuo orgdnico y Jabdn, y el agua gue se emples en la
preparacion de los reactives debe ser bidestilada en vidrio va

que cualguier tipo de componente organico o inorgdnico que no



forme parte de la metodologia altera los resultados. Se
hicieron peguefas modificaciones en los tiempos de incubacion al
realizar la metodologia no encontrando variacion significativa,
la técnica ELISA marca incubacidn de muestras y conjugados de 3
horas a temperatura ambiente, realizandose durante la noche a
4°C.
S.— Se determind el titulo de IgM, IgG e [gA especificos a
Joxoplasma gondii en suero e IgAs en saliva, encontrando los
resul tados mostrados en la tabla 4 y 9.
6.~ Para determinar la positividad o negatividad de la muestra se
considero el criterio establecido en ‘'Data on file (1988) ,
Organon Teknika B.V. Buxtell Holland". encontrando los siguientes
cortes para las inmunoglobulinas:

IgG = 0.54603

IgM = @.8737

il

IgA = 0.7026

IgAs = 0.8646
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ANALISIS DE RESULTADOS

1.- De las 60 muestras, el 38% presenta titulo positive de 1gM,

&6@7 de 1gG, 3B% de IgA y 30% de lgAs (grafica 1).

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

determinaciones (IFA, ELISA IgAs, IgM, IgG, IgA).

3.~ Considerando los resultados de la determinacidn indirecta de
anticuerpos Ffluorescentes (realizada en estudios anteriores por
el Departamento de Ecologia Humana de la Facultad de Medicina)
las muestras se clasificaron en 4 grupos:

GPO. 1 IFA negativo : formado por 28 muestras, de las cuales el
39% presenta titulo positivo de IgM, 39% de IgG,., 14% de IgA y 28%
de IgAs (grafica 2).

GPO. II IFA = 1:64 : formado por 20 muestras, aqui el 35%
presenta titulo positivo de IgM, 73% de IgG, 35% de IgA y 3I5% de
IgAs (grafica 3).

GPO. III IFA = 1:128 : formado por B8 muestras, presentando el 3I7%
titulo positivo de IgM, 87%4 de IgG, 75% de IgA y 3I7% de IgRs
(grafica 4).

GPO. IV IFA = 1:256 : formado por 4 muaestras, de las cuales el
50% presenta titulo positiveo de IgM, 754 de IgG, 25% de IgA y Q%

de IgAs (grafica S).

4.- De las 6B muestras 14 corresponden a nifos, 12 a nifas, S
adultos masculinos y 29 adultos femeninos, quienes presentan

valores positivos en la siguiente propoarcidn (grafica 6 — F?):



ELISA

IFA IgM 1gG 1IgA Igfs

Nifios (n=14) 8 S 7 3 4
Nifas (n=12) 12 & 10 1) 4
Adul to masc. (n=95) Q 1 1 ] <
Adulte fem. (N=29) 12 1@ 17 8 &
35.- Comparando la positividad de la IgAs con las demas

determinaciones tenemos las siguientes combinaciones:

GPO. A (lgAs+, IgM+, IgG+, IgA+): este perfil inmunoldégico se
presenta en S muestras, de las cuales Z no presentan positividad
en IFA.

GPO. B (lgfhs+, IgM-, IgG+, IgA+): ésta caracteristica se presenta
en 2 muestras, siendo positivas en IFA.

GFPO. C (IgAs+, IgM-, IgG~, IgA-): se presenta en 3 muestras,
siendo negativas en IFA.

GPO. D (IgAs+, IgM+, IgG+, IgA-): presente en 2 muestras, con
positividad en IFA.

GPO. E (IgAs+, IgM—, IgG+, IgA-): se abserva en 5 muestras, de
las cuales solec 3 son positivas en IFA.

GFPO. F (IgAst+, IgM+, IgG-, IgA-): presente en 1 muestra, siendo
negativa en IFA.

6.~ Comparande ia negatividad encontrada en IgAs tenemos:

GPQ. I (IgAs—, IgM—-, IgG+, IgA+): este perfil se encuentra en 3



muestras, de las cuales 1 es negativa en IFA.

GPO, I1 (IgAs-, lIgM+, IgG+, IgA—-): presente en 4 muestras,
siendo 3 negativas en IFA.

GPO. III (IgAs-, IgM-, I[gG+, IgA-): se observa en 7 muestras, de
éstas 4 son negativas en IFA.

GPO. IV (lgAs-, IgM+, IgG-, IgA—-): se presenta en I3 muestras, de
ellas 4 son negativas en IFA.

GPO. V (IgAs-~, IgM+, IgG+, IgA+): presente en & muestras, de las
cuales ! es negativa en IFA.

GPO. VI (IgAs-, IgM-, IgG-, IgA-): presente en 15 muestras, de

las quales 1@ fueron negativas en IFA.

7.— 11 muestras presentan positividad en las determinaciones de
IgM, IgG e IgA (ELISA), de las cuales S son positivas en IghAs y 6

son negativas.

8.~ 18 muestras son negativas en IgM, Ig6 e IgA (ELISA), de ellas

15 fueron negativas en IgAs y 3 positivas.
F.- Relacivon de IgAs con IgM: B8 muestras correlacionan en

positividad y 27 en negatividad (grafica 1@, 11, 12).

1@.- Relacién IgAs con IgG 14 muestras correlacionan en
positividad y 20 en negatividad (grafica 1@, 11, 12).
11.~- Relacioéon IgAs con IgA sérica @ 7 muestras correlacionan en

positividad y 31 en negatividad (grafica 1@, 11, 12).
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CONCLDS [ONES

Si se detectan anticuerpos especificos a Toxoplasma
nondii en saliva, aunque no existe una buena cowvvelacién con 1los
niveles séricos, Adstn es de esperarse ya que la IgR no trasuda
totalmente hacia secrsciones y  las  inmunoglohbulinas  no L1S)
sintetizan al mismo tiempo. La IgH3 es la que en mayor asos es
detectada vya que dsta pusde permanecer elevada durante mas

tiempo.

Existe relacidn cde la 1gAR salival con la positividad v
negatividad encontrada en las cieterminaciones séricas, con  1g™m
del H8%, con 106G del %H6.6% y con 1R del 63, 3%, teniendo una

nayeyr correlacién con la 1gh sérica.

Las resultades obtenidos con el mnétodo ELISA tienen

huena covrelacién con la clinica te los pacientes.

Se obtienen mejores resultados acordes con la clinica
¢con el métoaclo ELISA que con la cdeterminacidn indirecia de

anticuerpos fluorescenles.

No se puecde concluir cue la cdeterminacidén de 1gA en
saliva por el método ELISA no sea satisfactoria como prueba
alternativa para el cdiagndstico de la Toxoplasmosis, ya que no se

cabia en que fase de la infeccidn se encontvaban las pacientes.

Para poder estahlecer que la prueba pueda considerarse

alternativa es necesario realizar un estudio en el cual se vayan
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detectando los niveles de inmunoglobulinas (IgM, I1gG, IgA sérica
e IgA salival) durante las diferentes etapas de la infeccion y
determinar comn exactitud gque correlacion existe entre ellas y con

la clinica del paciente.
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