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RESÚMEN 

XICOTÉNCATL GARCÍA LIZBETH. Estandarización y evaluación de un ELISA 

indirecto para el diagnóstico de infección por Toxoplasma gondii en mamíferos 

domésticos para su uso posterior en animales silvestres en cautiverio (Bajo la 

dirección de M en C Heriberto Caballero Ortega y Dra. María Dolores Correa 

Beltrán). 

El objetivo de este proyecto fue estandarizar y evaluar un ELISA indirecto para 

diagnosticar la infección por Toxoplasma gondii, en mamíferos domésticos y su 

uso posterior en fauna silvestre en cautiverio. Se detectaron anticuerpos anti- T. 

gondii en sueros de 8 especies domésticas, utilizando la mezcla de la proteína A 

de Staphylococcus aureus con la proteína G de Streptococcus pyogenes 

acopladas a peroxidasa como conjugado universal. Los resultados fueron 

comparados con su conjugado específico, demostrando una adecuada correlación 

entre ellos. Posteriormente se determinaron y se validaron los puntos de corte. 

Para caninos, caprinos, equinos se calculó la media más tres desviaciones 

estándar de las muestras de baja absorbancia y los resultados se confirmaron por 

inmunoblot. Para cérvidos, felinos y ovinos, el punto de corte se obtuvo mediante 

curvas ROC. La validación de la prueba en bovinos y suinos no fue posible, ya que 

no se logró la captura de animales seronegativos. La estandarización de este 

ELISA es importante como prueba de tamizaje para la determinación de infección 

por T. gondii en una amplia variedad de animales domésticos y su uso posterior en 

animales de zoológico, además de ampliar el conocimiento de la toxoplasmosis en 

México, minimizando tiempo y costo. 



  

INTRODUCCIÓN 

Toxoplasma gondii es un parásito cosmopolita intracelular obligado que infecta 

probablemente a todos los vertebrados homeotermos (mamíferos terrestres, 

marinos y aves), causando problemas clínicos y zootécnicos.1,2 Tiene tres 

variantes genéticas predominantes, clasificadas de acuerdo a su virulencia y 

patogenicidad. Las cepas tipo I son las más virulentas en ratones, las tipo II son 

endémicas en la mayoría de los animales y las tipo III son aisladas principalmente 

de especies silvestres. Además se han descrito cepas recombinantes y atípicas. 

Algunos estudios recientes han demostrado la presencia de nuevos genotipos con 

características particulares en diversas partes del mundo.3 

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribución mundial y con gran impacto en 

salud pública. Aproximadamente uno de cada tres individuos alrededor del mundo 

esta infectado, con intervalos de prevalencia entre 12 y 90%, la cual se va 

incrementando con la edad. Causa retraso mental, pérdida de la visión y 

problemas de abortos en mujeres gestantes, además de morbilidad y mortalidad 

en pacientes inmunodeficientes.1,4 

Este protozoario es uno de los más estudiados, originando hasta el año 2000 más 

de 15 000 artículos originales, 500 revisiones, capítulos y libros.5 A la fecha, en 

bases de datos como NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) se encuentran 

aproximadamente 16,556 artículos y 1,846 revisiones al introducir la palabra 

toxoplasmosis. 

 



  

Biología del parásito 

Taxonomía 

Toxoplasma gondii es un protozoario perteneciente al Phylum Apicomplexa, Clase 

Sporozoasida, Subclase Coccidiasina, Orden Eimeriorina, y Familia 

Toxoplasmatidae. Hasta el momento, es la única especie descrita para el 

género.1,6 Los miembros de la familia Felidae (gatos domésticos y silvestres) son 

los huéspedes definitivos, pues en ellos se realiza su fase sexual. Los huéspedes 

intermediarios son todos los animales homeotermos incluyendo al ser humano, 

dentro de los cuales se lleva a cabo sólo la fase asexual del parásito, el cual tiene 

cuatro estadios: merozoítos, taquizoítos, bradizoítos y esporozoítos, siendo estos 

tres últimos los infecciosos tanto para los huéspedes definitivos como para los 

intermediarios.1,7 

Estructura del taquizoíto  

El término “taquizoíto” viene de la palabra griega “tachos” que significa rápido, fue 

propuesto por Frenkel por la característica de su rápida multiplicación en células 

de huéspedes intermediarios y en la fase no intestinal del huésped definitivo. Este 

nombre vino a sustituir al término “trofozoíto” usado anteriormente. El taquizoíto 

generalmente presenta forma de media luna y mide alrededor de 2 × 6 µm, 

semejante al tamaño de un glóbulo rojo (Fig. 1). Posee un complejo apical en su 

extremo anterior que es característico del Phylum Apicomplexa y está cubierto por 

un complejo membranoso. En su interior tiene diferentes estructuras y organelos 

como anillos apicales y polares, conoide, roptrias, micronemas, mitocondrias, 



  

microtúbulos, retículo endoplásmico liso y rugoso, aparato de Golgi, ribosomas, 

gránulos densos y gránulos de amilopectina. El núcleo se encuentra en el centro 

de la célula y contiene grupos de cromatina y un nucleolo céntrico. Aunque los 

taquizoítos pueden tener movimientos por deslizamiento, flexión, ondulación y 

rotación no cuentan con medios de locomoción como cilios o flagelos.8,9 

Estructura del merozoíto 

Al conjunto de merozoítos se le llama esquizonte. Esta fase sólo se puede 

encontrar en el ciclo sexual o enteroepitelial del huésped definitivo (felinos). En la 

multiplicación por medio de endodiogenia y endopoligenia existen cinco fases (A, 

B, C, D y E), por las cuales pasan los esquizontes hasta convertirse en micro y 

microgametos.10,11 

Estructura del bradizoíto 

La palabra “bradizoíto” viene del griego brady que significa lento, propuesto 

también por Frenkel, por su comportamiento de replicación lenta. Antiguamente 

eran llamados cistozoítos. A diferencia del taquizoíto, en esta fase el núcleo se 

encuentra en la parte posterior del parásito. Presentan roptrias con contenido 

electrodenso, el cual varia de densidad de acuerdo a su longevidad y contienen 

abundantes gránulos de amilopectina que son débilmente positivos a la tinción de 

ácido periódico de Shift y variable a tinciones argirofílicas (plata). Los bradizoítos 

miden 7.0 × 1.5 µm, se encuentran dentro de una estructura denominada quiste 

tisular, el cual se aloja en diversos órganos y es más resistente a su destrucción 

por enzimas proteolíticas. Los quistes jóvenes suelen ser pequeños y miden 



  

aproximadamente 5 µm de diámetro y contienen sólo 2 bradizoítos. Sin embargo 

conforme van madurando pueden contener cientos o miles de parásitos (Fig. 1). 

Los quistes observados en encéfalo son de forma esférica y miden 60 µm, 

mientras que los quistes intramusculares son más alargados llegando a medir 

hasta 100 µm.12 

Estructura del ooquiste 

El ooquiste esporulado mide de 11 a 13 µm de diámetro, su pared está constituida 

por tres capas de diferente densidad, conteniendo dos esporoquistes elipsoidales 

que miden 8 × 6 µm y cada uno cuenta con cuatro esporozoitos (Fig. 1). 

Ultraestructuralmente los esporozoítos son similares a los taquizoítos excepto que 

presentan mayor cantidad de micronemas, roptrias y gránulos de amilopectina.12 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1. Taquizoítos, quistes tisulares y ooquistes de Toxoplasma gondii. A y B: lavado peritoneal de 
ratones inoculados con las cepas Me49 (A) y RH (B), observándose taquizoítos libres (flechas); 
observación directa, 400x. C y D: impronta de encéfalo de ratón inoculado con cepa asilada de un 
perro, apreciándose quistes tisulares (flechas), 400x. E y F: ooquiste no esporulado y ooquiste 
esporulado; la barra representa 5 µm. Imágenes A-D: Laboratorio de Inmunología Experimental, 
Instituto Nacional de Pediatría. Imágenes E y F.10 

 

 



  

Ciclo biológico 

El ciclo de vida de T. gondii inicia cuando un gato doméstico o cualquier otro 

miembro de la familia Felidae, consume ooquistes contenidos en agua 

contaminada o quistes tisulares en tejidos de presas infectadas. Cualquiera de 

estos dos estadios llega a su aparato digestivo y por la acción de los jugos 

gástricos y de las enzimas proteolíticas del estómago e intestino delgado, se 

liberan los esporozoítos (en ooquistes) o los bradizoítos (en quistes tisulares) a la 

luz, invadiendo las células epiteliales del intestino. En este sitio se lleva a cabo la 

reproducción sexual del protozoario (gametogénesis, fecundación de los gametos 

y generación del ooblasto), lo que da origen a millones de ooquistes no 

esporulados, los cuales son liberados al ambiente con las heces. El período de 

eliminación de los ooquistes es de 1-3 semanas. Para que el ooquiste pueda ser 

infectivo tiene que esporular; este evento se lleva a cabo en condiciones 

adecuadas de temperatura y humedad, las cuales son más favorables si son 

cálido-húmedas. Los ooquistes ya esporulados tienen la capacidad de permanecer 

viables e infectivos en el ambiente, desde meses hasta 1½ años.11-13 El ciclo 

sexual de este parásito se puede completar en alrededor de 66 horas después de 

que el gato ingirió quistes tisulares (Fig. 2).  

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Ciclo sexual de T. gondii. La esporogonia se repite hasta 5 veces, antes de que los 
esquizontes se vuelvan microgametos (masculinos) o macrogametos (femeninos). La esporogonia 
se desarrolla en 24 a 48 horas dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura.14 

 

Cuando los huéspedes intermediarios consumen cualquiera de los estadios 

infecciosos de T. gondii y llegan a su mucosa intestinal, se diferencian en 

taquizoítos y se introducen en los enterocitos para replicarse asexualmente por 

endodiogenia, produciendo varias generaciones. Cada taquizoíto que infecta una 

célula puede generar hasta 32 copias. En ocasiones se logran observar rosetas de 

taquizoítos por la sincronía de la multiplicación. Si el huésped es un individuo 

inmunocompetente, generalmente controla la replicación del parásito, el cual se 

transformará en bradizoíto, enquistándose entre los tejidos y pudiendo persistir de 



  

por vida en el huésped. Aunque los quistes tisulares tienen predilección por el 

sistema nervioso central, el ojo, el músculo cardíaco y el esquelético, también es 

posible encontrarlos en otros órganos como hígado, bazo, pulmón y riñón (Fig. 

3).1,5,12,13,15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3. Ciclo de asexual de T. gondii. 1) Eliminación del ooquiste no esporulado, 2) Esporulación del 
ooquiste, 3a) Ingestión del ooquiste esporulado y comienzo de la reproducción sexual en felinos y 
asexual en otros mamíferos y aves, 3b) Transmisión congénita, 4) Formación de los quistes 
tisulares, 5 y 6) Ingestión del quiste tisular.14 

 

Patogenia y mecanismos de transmisión  

La patogenia de la infección por T. gondii en humanos y en animales está 

directamente relacionada con la vía de transmisión, los sitios de multiplicación y la 

cepa del parásito. Dependiendo de estos factores, se presentarán las lesiones y la 



  

signología clínica. La toxoplasmosis se puede transmitir horizontal (infección 

adquirida) o verticalmente (infección congénita).15,16 

Transmisión horizontal 

Los huéspedes definitivos e intermediarios pueden infectarse mediante 3 rutas 

principales. 1) Por vía oral-fecal a través de las heces de gatos primo-infectados 

que contaminan el suelo, depósitos de agua para consumo humano, ríos, mares, 

pastos, forrajes, jardines, cultivos de frutas y vegetales con ooquistes esporulados; 

2) a través del consumo de carne cruda o mal cocida contaminada con quistes 

tisulares y 3) mediante transplantes de diversos órganos.1,12,16,17 Además se ha 

descrito la transmisión del parásito por consumo de leche cruda de borrega, cabra 

y vaca contaminada con taquizoítos.18 

Transmisión vertical 

La toxoplasmosis es una de las zoonosis más estudiadas, debido al impacto que 

tiene en hembras gestantes y los daños que puede ocasionar a sus productos. 

Durante el primer trimestre de gestación en seres humanos, la transmisión al feto 

se presenta entre el 10 y 25% de los casos, provocando aborto espontáneo y 

muerte fetal. En el segundo trimestre de la gestación, el porcentaje de infección 

aumenta a 30-50%, produciendo lesiones severas como hidrocefalia, 

calcificaciones cerebrales, hepatomegalia, ictericia y epilepsia. En el último tercio 

de la gestación, el riesgo de transmisión vertical es mayor al 60%; sin embargo, 

los fetos infectados generalmente nacen asintomáticos (Fig. 4).19-21 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Representación esquemática de la relación entre el momento de la primo-infección durante 
el embarazo y la tasa de transmisión / afección fetal.21 

 

Epidemiología 

Existen factores que favorecen la infección y la presentación de signología clínica, 

como la susceptibilidad de cada especie (cuadro 1), el estado inmunológico del 

huésped, el tipo y virulencia de la cepa de T. gondii y la dosis infectante.16,22  

 

Cuadro 1. Susceptibilidad de algunas especies a la presentación de  
toxoplasmosis22 

 

ALTA BAJA 

• Marsupiales australianos 
(canguros y wallabies) 

• Primates del nuevo mundo 
• Lémures 
• Ovinos 
• Caprinos 
• Felinos pallas (cautiverio) 
• Canarios 

• Primates del viejo mundo 
• Bovinos 
• Caninos y felinos 

domésticos 
• Equinos 
• Roedores (ratas) 

 



  

Los signos clínicos más frecuentes y generales en la mayoría de las especies son 

anorexia, depresión, fiebre, linfadenopatía, disnea, neumonía, diarrea, enteritis, 

cuadros hepáticos (ictericia, hepatomegalia y hepatitis), corioretinitis, 

queratoconjuntivitis, ceguera, desórdenes dermatológicos y cuadros neurológicos, 

principalmente encefalitis, provocando cambios de comportamiento, presentación 

e incremento de esterotipias, deficiencias propioceptivas, ataxia, tremores y 

paresia, entre otros.23-33 

Además, T. gondii puede causar trastornos reproductivos, reabsorción o muerte 

embrionaria temprana, momificación, muerte fetal, aborto o nacimientos de crías 

débiles. Las patologías reproductivas asociadas a la infección por este parásito 

han sido reportadas en diversas especies, principalmente en pequeños rumiantes 

donde hay un fuerte impacto económico por la presentación de abortos y 

nacimiento de crías débiles.34-38 También se han reportado cuadros clínicos de 

toxoplasmosis asociados con enfermedades virales inmunosupresoras como 

peritonitis infecciosa felina, leucemia viral felina, inmunodeficiencia felina, moquillo 

canino, anemia hemolítica inmunomediada e individuos sometidos a terapia 

inmunodepresora para recepción de trasplantes.39-42 

 

 

 

 

 

 



  

Toxoplasmosis a nivel mundial 

Debido a la poca especificidad por la especie de huésped, T. gondii produce una 

de las zoonosis más ampliamente distribuidas en el mundo, pues el 30% de los 

humanos están infectados por este parásito, aunque es menos frecuente en los 

polos y en las zonas frías y altas que en las zonas templadas, cálidas y bajas.12 En 

el cuadro 2 se mencionan algunos reportes recientes de la prevalencia de T. 

gondii en especies domésticas de diversas partes del mundo. 

Toxoplasmosis en México 

Con el fin de documentar la presencia de este parásito y su frecuencia 

aproximada, se han realizado algunos estudios piloto y otros de seroprevalencia 

de toxoplasmosis en donadores de sangre de Jalisco,43 en mujeres embarazadas 

de Jojutla, Morelos y del Instituto Nacional de Perinatología del Distrito Federal 

(DF),44,45 en recién nacidos del DF,46 en gatos domésticos del DF y de Colima,47,48 

en conejos del DF, Estado de México y Puebla,49 en borregos de Puebla y 

Colima,50,51 y en venados cola blanca del noroeste de México.52 Los resultados han 

demostrado que T. gondii es frecuente, pero tiene distribución variable, incluso en 

sub-regiones de un mismo estado. En el cuadro 3 se enlistan éstos y otros datos 

de prevalencia de T. gondii en especies domésticas y silvestres de México. 

 

 

 

 



  

Cuadro 2. Prevalencia de Toxoplasma gondii en especies domésticas en diversas 
regiones del mundo 

 
Especie Región Prueba Prevalencia (%) Referencia 

Bovinos 

Mazandaran, Irán IFAT 0 53 
Malasia IFAT 8.3 54 
Champagne, Francia MAT 7.8 55 
Tanzania LAT 3.6 – 16 56 

Caprinos 

Tailandia LAT 27.9 57 
Mazandaran, Irán IFAT 30 53 
Malasia IFAT 35.5 54 
Brasil PCR 7.84 58 
Minas Gerais, Brasil ELISA e IFAT 43 y 46 59 
Punjab, Pakistán LAT 19 60 

Caninos 

Sao Paulo, Brasil ELISA 50.5 61 
Sao Paulo, Brasil IFAT 33.1 62 
República Checa ELISA IgM 

ELISA IgG 
2.4 
25.9 

63 

Bogota, Colombia MAT 16.8 64 
Malasia IFAT 9.6 54 
Alemania ELISA e IFAT 32.65 y 29.8 65 
Mato Groso, Brasil IFAT 88.5 66 

Equinos 

Canadá MAT 0.4 28 
Turquía DT 20.6 67 
Suecia DAT, ELISA 0.5 68 
Ankara, Turquía DT 28 69 

Felinos 

Bélgica (Ghent) MAT 70.2 70 
Colombia MAT 35.8 71 
República Checa IFA 44.1 63,72 
Río de Janeiro, Brasil IHA 72 73 
Hungría IFAT 47.6 74 
Corea LAT 8.1 75 
California, USA IFAT 60 76 
Pensilvania, USA  MAT 19.5 77 
Andalucía, España MAT 50.2 78 

Ovinos 

Sudáfrica IFAT 5.6 79 
República Checa IFAT 4 72 
España MAT 40.4 80 
Arabia Saudita IFAT 52.2 81 
Italia IFAT 28.5 82 
Punjab, India ELISA 3.8 83 
Egipto MAT 43.7 84 
Brasil MAT 24.2 85 
Río Grande, Brasil IFAT 20.7 86 

Suinos 

Massachusetts MAT 92.7 87 
Alemania ELISA 18.5 88 
Argentina MAT 37.8 89 
Paraná, Brasil MAT 7.2 90 
Ontario, Canadá ELISA 0.74 91 
Paraíba, Brasil IFAT 36.2 92 

 
DAT: aglutinación directa; DT: Dye-Test; ELISA: ensayo inmunoenzimático; IFAT: 
inmunofluorescencia indirecta; LAT: Prueba de aglutinación en latéx; MAT: aglutinación modificada; 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa.  



  

Cuadro 3. Estudios de frecuencia/prevalencia de T. gondii en México 

Especie Lugar n Técnica 
Prevalencia 

(%) 
Referencia 

Mapaches enanos 

(Procyon pygmaeus) 
Cozumel 300 IHA 11 93 

Conejos domésticos 

(Oryctolagus 

cuniculus) 

México, DF 311 ELISA 26.9% 49 

Gatos domésticos 

(Felis catus) 
Colima 80 ELISA 28.8 94 

Caninos domésticos 

(Canis familiaris) 
Durango 101 IHA 51.5 95 

Monos ardilla (Samiri 

sciureus) 
Guadalajara 25 Histopatología 100 30 

Ovinos domésticos 

(Ovis aries) 

Colima 351 
ELISA 

29.1 50 

Puebla 103 77-84 51 

Gatos domésticos 

(Felis catus) 
México, DF 169 ELISA y WB 21.8 48 

Caninos domésticos 

Felinos domésticos 

Zarigueyas 

Ratas 

Ratones 

Ardillas 

Durango 

150 

150 

65 

249 

127 

69 

MAT 

45.3 

9.3 

16.6 

0.8 

3.1 

0 

95 

IHA: Hemaglutinación indirecta; ELISA: ensayo inmunoenzimático; WB: western blot; MAT: Prueba 
de aglutinación modificada. 
 

Además de los artículos arriba citados, se realizó una búsqueda de tesis de 

licenciatura y posgrado en la biblioteca de la FMVZ referentes a T. gondii (cuadro 

4). 

 



  

Cuadro 4. Tesis registradas en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de 
la UNAM relacionadas con T. gondii 

 

Especie n Técnica 
Frecuencia 

(%) 
Referencia 

Urraca/pica caudata 67 

Sabin y Feldman, 
inoculación 

experimental en 
ratones 

2.98% 96 

Cerdos 185 
Inmunofluorescencia 

indirecta 
92.9% 1:8 y 
27.5% 1:64 97 

Gatos 200 
Coproparasitoscópico 

e inoculación de 
ratones 

7% 98 

Bovinos 1,237 Inmunofluorescencia 18.1% 99 

Bovinos 
Caprinos 

100 
150 

Inmunofluorescencia 
indirecta 

57% 
32.66% 100 

Felinos silvestres 336 Coproparasitoscópico 0 101 

Perros 300 
Inmunofluorescencia 

indirecta 46.3% 102 

Gatos 46 
Coproparasitoscópico 

y ELISA 4.3% y 63% 103 

Equinos 200 
Inmunofluorescencia 

indirecta 50.5% 104 

Felinos silvestres 20 
Fijación de 

complemento 5% 105 

Casos del depto. de 
patología 1980-1990 16,029 Inmunohistoquímica 0.062% 106 

Wallabie de cuello rojo 12 Fijación del 
complemento 100% 107 

Felinos silvestres 48 ELISA 58.33% 108 

Seres humanos 201 Inmunofluorescencia 32.3% 109 

Seres humanos 127 ELISA 15.74% 110 

Mujeres 300 ELISA 13% 111 

Mujeres 341 ELISA 26.98% 112 

Gatos 112 ELISA IgG 21.8% 113 

Fauna silvestre 25 
PCR semianidada y 

reamplificaciones 48% 114 



  

Respuesta Inmune contra Toxoplasma gondii 

Una de las características inmunológicas de la infección por T. gondii es la fuerte y 

persistente respuesta inmune mediada por células, resultando en una protección 

del huésped a una reinfección en la mayoría de los casos.115 Durante la fase 

aguda de la infección, los taquizoítos invaden prácticamente cualquier célula 

nucleada, multiplicándose exponencialmente hasta romper la célula afectada por 

acción mecánica. Durante este proceso, T. gondii interacciona con la respuesta 

innata, que es la primera barrera de protección mediada por células que se 

encuentran circulando en el torrente sanguíneo y linfático, como los neutrófilos y 

los macrófagos, llevando a cabo principalmente fagocitosis y las células NK 

(células asesinas naturales por sus siglas en inglés) provocando lisis celular. 

Asimismo, interacciona con células presentadoras de antígenos (CPAs), las cuales 

procesan componentes del taquizoíto y los presentan a través del Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (MHC). Si los antígenos son presentados por 

medio del MHC clase I son reconocidos por los linfocitos T CD8+, los cuales 

proliferan y llevan a cabo el proceso de citotoxicidad, para finalmente inducir 

apoptosis de las células infectadas. Otras CPAs operan a través del MHC clase II, 

interactuando con linfocitos T CD4+, los cuales responden a la interleucina 12 (IL-

12). Éstos desarrollan una respuesta tipo Th1 contra T. gondii, liberando citocinas 

como interferón gamma, factor de necrosis tumoral alfa  e IL-15, que activan 

macrófagos y células NK, los cuales controlan la replicación de los taquizoítos, 

además de que son capaces de activar a más linfocitos T CD8+ y CD4+. Al inicio 

de la infección algunos linfocitos T CD4+ liberan IL-2 que activa a los linfocitos B 



  

con receptores específicos y éstos se diferencian a células plasmáticas, para 

producir anticuerpos séricos dirigidos contra antígenos del parásito.116,117 

La inmunidad humoral se dirige principalmente contra los taquizoítos. La 

producción de IgM aparece al final de la primera semana post-infección. La IgA se 

presenta poco después de la IgM, persistiendo durante 2 meses 

aproximadamente, aunque puede variar en pacientes adultos y recién nacidos con 

infección congénita. Algunas observaciones recientes indican que los anticuerpos 

IgM pueden durar por años, por lo que su presencia no siempre se asocia a la fase 

aguda de la infección. La IgG aparece de 2 a 3 semanas después de la primo 

infección, alcanzando sus niveles máximos a los 2 meses y persistiendo por 

meses e incluso por años (Fig. 5). Se considera la principal inmunoglobulina 

implicada en el control de la infección con T. gondii.116,117  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Cinética de la respuesta inmune humoral a la primoinfección de Toxoplasma gondii.
7 

 



  

Inmunoglobulinas en diferentes especies domésticas 

La IgG es producida y secretada por las células plasmáticas del bazo, linfonodos y 

médula ósea. Todos l mamíferos tienen genes para producir las cuatro clases 

principales de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA e IgE (cuadro 5). Las 

características fundamentales de cada una de estas clases no difieren entre las 

especies. Sin embargo, durante la evolución ha sido frecuente que los genes 

duplicados puedan mutar y como resultado, los mamíferos producen subclases de 

inmunoglobulinas, especialmente de la IgG.116 

 
Cuadro 5. Clases y subclases de inmunoglobulinas en animales domésticos 116 

 

Especie IgG IgA IgM IgE IgD 

Borrego G1, G2, G3 A1, A2 M E D 

Caballo G1, G2, G3, G4, G5, 

G6 

A M E D 

Cerdo G1, G2a, G2b, G3, G4 A M E D 

Gato G1, G2, G3, (G4?) (A2?) M (E1, E2?) desconocido 

Perro G1, G2, G3, G4 A M (E1, E2?) D 

Vaca G1, G2, G3 A M E D 

 

La concentración de cada clase de inmunoglobulinas varía de acuerdo con la 

especie, siendo los anticuerpos IgG’s los de mayor abundancia en el suero de los 

seres humanos y las especies domésticas (cuadro 6). 

 

 



  

Cuadro 6. Concentración de inmunoglobulinas (mg/dl) en suero de animales 
domésticos 116 

 

Especie IgG IgM IgA IgE 

Borrego 1700-2000 150-250 10-50 desconocido 

Caballo 1000-1500 100-200 60-350 8.4±9.09 

Cerdo 1700-2900 100-500 50-500 desconocido 

Gato 400-2000 30-150 30-150 desconocido 

Perro 1000-2000 70-270 20-150 2.3-4.2 

Vaca 1700-2700 250-400 10-50 desconocido 

 

Métodos de diagnóstico 

El diagnóstico de la infección por T. gondii se puede realizar mediante una gran 

diversidad de técnicas, en las cuales se emplean diferentes muestras biológicas 

(sangre, suero, heces, líquido cefalorraquídeo, líquido amniótico, tejidos, entre 

otras); el resultado de dichas técnicas así como la signología clínica ayudan a 

establecer criterios para prevenir o tratar la enfermedad. 

El diagnóstico específico de T. gondii se puede efectuar mediante técnicas 

directas como el xenodiagnóstico, el cultivo in vitro, la histopatología, la 

microscopia electrónica y los métodos moleculares. También se puede 

diagnosticar a través de técnicas indirectas como inmunofluorescencia directa o 

indirecta, prueba de Sabin-Feldman (o “Dye test”), hemaglutinación indirecta, 

aglutinación directa, fijación del complemento, western blot y ELISA. Los ensayos 



  

inmunoenzimáticos son los que tienen la mayor sensibilidad y especificidad y se 

han usado con éxito tanto en seres humanos como en animales (cuadro 7).7,116  

 

Cuadro 7. Técnicas de diagnóstico para la detección de T. gondii 

Método Diagnóstico Técnica Detección 

DIRECTOS 

Microscópico 

Coproparasitoscópico 
Tinción:  

• Giemsa 
• Hematoxilina y eosina 

Inmunohistoquímica 
Inmunofluorescencia 

Ooquistes, 
taquizoítos y 
quistes tisulares 
con bradizoítos 

Ultraestructural Microscopía electrónica 

Aislamiento del 
parásito 

Cultivo celular 
Bioensayos 

Detección del 
genoma del 
parásito 

PCR convencional 
PCR en tiempo real DNA de T. gondii 

INDIRECTOS Detección de 
anticuerpos 

• Sabin y Feldman (Dye test) 
• Prueba intradermoreacción a 

la toxoplasmina 
• Aglutinación directa e indirecta 
• Inmunofluorescencia directa e 

indirecta 
• Fijación del complemento 
• Hemaglutinación directa e 

indirecta 
• ELISA 
• DOT ELISA 
• Western blot 

Anticuerpos anti-T. 
gondii circulantes 
en fluidos 
corporales 

 

Inmunodiagnóstico 

ELISA indirecto. El ensayo inmunoenzimático (ELISA por sus siglas en inglés) 

fue descrito en 1971 por Engvall y Perlman. En este sistema, el antígeno se 

adhiere a una fase sólida (microplacas de poliestireno) y sobre ésta se incuban 

muestras de suero para la detección de anticuerpos específicos contra algún 

agente infeccioso. Para identificar la unión de los anticuerpos con el antígeno, se 



  

utiliza un segundo anticuerpo conjugado a una enzima. El segundo anticuerpo 

conserva su capacidad de unión específica al primero, mientras que la enzima es 

capaz de catalizar una reacción, en la cual el sustrato se transforma en un 

producto de color. Las enzimas más utilizadas son la peroxidasa de rábano, la 

fosfatasa alcalina y la β-galactosidasa, debido a su estabilidad y a la 

reproducibilidad de resultados. Los sustratos para la enzima HPR son el peróxido 

de hidrógeno o el peróxido de urea, que al ser reducidos dan productos incoloros, 

por lo que se acompañan de cromógenos que al oxidarse en la reacción 

enzimática desarrollan color. De éstos, la empleada con más frecuencia es la orto-

fenilendiamina, que continúa en forma soluble después de ser oxidada.118  

Western blot. La inmunoelectrotransferencia o Western blot fue descrita por 

Towbin y colaboradores en 1979. Esta metodología combina el poder resolutivo de 

la electroforesis en geles de poliacrilamina, en presencia o ausencia de 

detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), con las reacciones 

inmunoenzimáticas en fase sólida. En el primer paso, las proteínas se separan de 

acuerdo a sus pesos moleculares, lo que permite su identificación. En seguida, 

son electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa o de nylon, en donde se 

unen a los grupos reactivos de éstas, quedando inmovilizadas y expuestas en la 

superficie para reaccionar con los anticuerpos correspondientes. El patrón que se 

obtiene sobre la nitrocelulosa es una copia del patrón de separación obtenido en el 

gel. Posteriormente, se bloquean los sitios activos del papel que quedan libres, 

con alguna proteína que no interfiera con la unión del anticuerpo con su antígeno. 

La siguiente reacción que se efectúa corresponde a la primera interacción 

antígeno-anticuerpo, que se pone de manifiesto al agregar un segundo anticuerpo 



  

acoplado a una enzima como la peroxidasa. En el ensayo enzimático se agrega el 

sustrato y un cromógeno como el 4-cloronaftol o la diaminobencidina que precipite 

in situ para hacer visible la reacción. Se puede identificar la clase de respuesta 

inmunológica del huésped (IgM, IgG, IgA, IgE), usando el conjugado 

correspondiente.118 

Inmunodiagnóstico con proteína A y proteína G  

Staphylococcus aureus cepa Cowan y Streptococcus spp del Grupo C son 

bacterias que producen proteínas con capacidad específica para unir 

inmunoglobulinas de varias especies. La proteína A (PA) es un componente 

natural de la pared celular de Staphylococcus aureus y fue descrita por primera 

vez por Jensen (1958). Se utiliza como reactivo en una gran variedad de 

inmunoensayos, aprovechando su afinidad por la fracción constante (Fc) de 

diversas inmunoglobulinas. Tiene un peso molecular de 42 KDa y es uno de los 

principales y abundantes antígenos de superficie que utiliza la bacteria al 

momento de infectar a un organismo. La bacteria a través de la PA captura a los 

anticuerpos por su porción Fc, lo que le permite que toda su superficie se rodee de 

inmunoglobulinas, principalmente las de tipo gama, para inhibir la fagocitosis y 

evadir la respuesta inmune. Esta capacidad de adherir anticuerpos permite a la 

bacteria colonizar sitios de tropismo como epitelios de vasos sanguíneos, 

uniéndose a ellos y provocando mayor producción de fibrinógeno y factores como 

el de Von Willerbrand, al cual se une.119,120  

La proteína G (PG) fue aislada inicialmente de Streptococcus del grupo A y más 

tarde fue caracterizada por Bjorek y Kronwall (1984). Tiene un peso molecular de 



  

30 KDa con dos a tres sitios de unión para la porción Fc de las inmunoglobulinas 

gama.119 Desde la década de los 80’s se estudiaron los receptores de la PA y la 

PG para la porción Fc de las IgGs de perro, cobayo, borrego, vaca y rata y se 

observó que las proteínas tienen ciertas características de detección de 

inmunoglobulinas. La PA detecta con mayor afinidad las IgGs de perro y cobayo y 

la PG las de borrego y vaca, por lo que ellos determinaron que sería mejor hacer 

una quimera con ambas proteínas para unir sus características y potencializar su 

rango de reconocimiento de IgGs en varias especies. El resultado fue que la 

quimera reconocía las inmunoglobulinas de todas las especies probadas, a 

excepción de la IgG de rata.121 

Ambas proteínas se han utilizado solas o en combinación como conjugados en 

ensayos inmunoenzimáticos indirectos, especialmente en el diagnóstico 

veterinario debido a la aplicabilidad multiespecie para detectar la infección con 

agentes patógenos como Borrelia burgdorferi en cérvidos, roedores domésticos y 

silvestres (PG),122,123 Borrelia garinii (Enfermedad de Lyme) en perros para caza, 

muflones y venados (PA y PG),124 Brucella abortus en bovinos (PA y PG),125,126 

Brucella canis en perros (PA y PG),127 Brucella melitensis en borregos (PG),128 

Brucella sp en mamíferos marinos (PG),129,130 osos polares -Ursus maritimus- 

(PA)131 y en bovinos, caprinos, suinos y caninos (PA y PG),123 Hantavirus en 

roedores (PA y PG),132 Mycobacterium bovis en cerdos silvestres (PA y PG),133 

Neospora canimum y Toxoplasma gondii en lobos -Chrysocyon brachyurus- 

(PA)134 y en focas marinas (PG),135 Toxoplasma gondii en cerdos (PG),136 

animales silvestres en cautiverio (PA)137 y Pseudomona aeruginosa en minks (PA 

y PG).138 



  

Validación de pruebas diagnósticas 

Las pruebas diagnosticas tienen como objetivo diferenciar entre salud y 

enfermedad o discernir entre diversas categorías de estas dos entidades.139 Una 

prueba diagnóstica en términos generales se caracteriza por tener dos 

componentes: 

1) Una variable separadora que esta asociada con una enfermedad dada. 

2) Un criterio de positividad usado para separar los pacientes “sanos” de los 

“infectados” o “enfermos” en la variable separadora.140 

Las pruebas de diagnóstico deben ser de bajo costo, fáciles de realizar y de alta 

sensibilidad y especificidad, con lo cuál dicha prueba será útil para la detección de 

casos con enfermedad, es decir, que tengan un alto Valor Predictivo Positivo 

(VPP) y de igual manera que sea capaz de identificar a aquellos sujetos no 

enfermos, esto es que tengan un adecuado Valor Predictivo Negativo (VPN). 

La sensibilidad en una prueba se define como la proporción de sujetos que tienen 

enfermedad y en quienes la prueba diagnóstica resulta positiva, en tanto que la 

especificidad se conoce como la proporción de sujetos sin enfermedad en quienes 

la prueba resulta negativa.141 

Como los datos de sensibilidad y especificidad son cualitativos, ya que indican 

presencia o ausencia confirmada de enfermedad y resultado positivo o negativo de 

una prueba diagnóstica, se utilizan los cuadros de doble entrada (matriz de 

decisión) para su presentación numérica. 

 

 



  

Cuadro 8. Cuadro de contingencia para la evaluación de los parámetros de 
rendimiento de una prueba diagnóstica 142 

 

Prueba a validar 
Prueba de referencia 

Positivo Negativo Totales 

Positivo A B A+B 

Negativo C D C+D 

Totales A+C B+D N 

 

Las fórmulas para calcular los parámetros que nos permiten evaluar una prueba 

están basadas en el cuadro anterior y son las siguientes: 

 

 

 

 

 

 

 

Un valor estadístico que nos permite evaluar la concordancia entre dos pruebas es 

el coeficiente kappa, el cual se obtiene dividiendo la proporción de la concordancia 

observada (PO) entre la proporción de concordancia esperada (PE).  

 

 

 

 



  

Como se observa en el cuadro 9, su valor puede variar desde -1 (sin 

concordancia) hasta 1 (excelente concordancia).142 

 

Cuadro 9. Valores de Kappa propuestos por Conraths y Schares para la 
interpretación de la concordancia entre dos pruebas 

 
Rango Concordancia 

-1 a 0 No concordancia 

0 a 0.20 Leve 

0.21 a 0.40 Regular 

0.41 a 0.60 Moderada 

0.61 a 0.80 Sustancial 

>0.81 Casi perfecta 

 

Mientras que la sensibilidad y la especificidad son características de la prueba 

diagnóstica, los valores de predicción dependen no sólo de las características de 

dicha prueba, sino también de la prevalencia de la enfermedad (definida como 

A+C / A+B+C+D); ésta tiene un efecto directo sobre el VPP e inverso sobre el 

VPN. 

Otro de los aspectos que es interesante analizar para una prueba que proporciona 

valores numéricos, es el punto de la serie de dichos valores que se debe 

considerar como el límite para el establecimiento de positividad o negatividad, o 

sea el punto de corte. Uno de los métodos que permite determinar este límite entre 

una muestra negativa y una positiva es la curva ROC (Receiver Operating 

Characteristic curve, por sus siglas en inglés), la cual es una representación 

gráfica de diversos valores de sensibilidad y de especificidad.143 El mejor punto de 



  

corte se elige con base en los puntos de la curva en que se tiene la mayor 

sensibilidad y especificidad y corresponden a los puntos del cuadrante superior 

izquierdo. 

Con el simple cambio de criterio de positividad se cambia la probabilidad de 

considerar como “enfermo” a un paciente que cumpla dicho criterio, si se desplaza 

el criterio de positividad hacia los valores más bajos, se incluye a una mayor 

proporción del total de enfermos, pero también se aumenta el número de no 

enfermos con resultados falsos positivos. En cambio, si se desplaza el criterio de 

positividad hacia los valores más altos, se excluye a una mayor proporción de los 

verdaderamente sanos pero, al mismo tiempo, se aumenta la proporción de 

enfermos que en realidad son sanos, es decir, falsos negativos. Entonces se 

puede modificar el punto de corte para obtener el mejor valor de sensibilidad, de 

especificidad o de algún valor predictivo, decisión que depende del uso que se le 

quiera dar a la prueba.143,144 

Terapéutica 

Actualmente la posibilidad de erradicación de la toxoplasmosis en un huésped 

infectado se considera nula, ya que es un parásito intracelular obligado y 

rápidamente se enquista, lo que impide que los antiparasitarios alcancen su 

blanco. Los fármacos más utilizados interfieren con enzimas del metabolismo de 

los precursores de los ácidos nucleicos, como la di-hidro-folato reductasa. La 

pirimetamina es el compuesto de primera elección, ya que es la más eficaz para 

inhibir la replicación de los taquizoítos. Este medicamento se administra junto con 

sulfadiazina y ácido fólico para reducir los efectos negativos sobre la 



  

hematopoyesis. En seres humanos con infección congénita se sugiere dar el 

tratamiento durante un año y dar seguimiento de por vida. También se utilizan los 

macrólidos como la clindamicina o la espiramicina, pero tienen una eficacia menor. 

Sin duda, ésta es una de las áreas de investigación y desarrollo más urgentes de 

esta enfermedad.15 

 



JUSTIFICACIÓN 

Si bien existen algunos estudios de la prevalencia de T. gondii en animales 

domésticos y silvestres en México, es escasa la información que documente la 

magnitud de esta enfermedad asociada a factores de riesgo, su distribución por 

regiones y por especies. La estandarización de una técnica de diagnóstico para 

la detección de T. gondii en la mayoría de mamíferos sin importar si son 

domésticos o silvestres, permitirá ampliar el conocimiento de la toxoplasmosis 

en México, minimizando tiempo y costo. 

El ELISA tiene alta sensibilidad y especificidad para el diagnóstico de la 

infección por T. gondii. Para realizarlo se utiliza un conjugado específico para 

cada mamífero doméstico o silvestre, pero no se cuenta con una amplia gama 

de conjugados comerciales específicos principalmente de especies silvestres, 

lo que limita el diagnóstico presuntivo. La proteína A (PA) de Staphylococcus 

aureus reconoce la IgG de mamíferos excepto la de ratas, cabras y borregos, 

mientras que la proteína G (PG) de Streptococcus pyogenes, reconoce la IgG 

de mamíferos y pollos exceptuado la de gatos. Si se mezclan las dos proteínas 

conjugadas a peroxidasa, se podrán utilizar como un conjugado universal en un 

ELISA indirecto para reconocer anticuerpos anti-T. gondii en la mayoría de los 

mamíferos y establecer un diagnóstico en cualquier especie. 

HIPÓTESIS 

El uso de una mezcla de proteína A de Staphylococcus aureus con proteína G 

de Streptococcus pyogenes conjugadas a peroxidasa en un ELISA indirecto, 

detectará anticuerpos contra T. gondii en mamíferos domésticos. 



OBJETIVO GENERAL 

Estandarizar un ELISA indirecto para el diagnóstico de infección por T. gondii 

en mamíferos domésticos con la mezcla PA-PG como conjugado universal para 

su uso posterior en animales silvestres en cautiverio. 

Definición de variables 

Independiente:  conjugado a utilizar (específico o mezcla PA-PG). Nominal 

Dependientes: A) Absorbancia. Numérica continua 

B) Resultado de la prueba (dicotómica). 

Tipo de estudio 

Observacional, prospectivo, transversal 

Objetivos específicos 

1. Detectar la afinidad de las proteínas A y G a las IgGs de las diferentes 

especies incluidas en el estudio. 

2. Determinar la correlación entre los conjugados específicos y la mezcla 

de proteína A y G en un ELISA indirecto. 

3. Estandarizar un western blot con la mezcla de proteína A y G como 

conjugado para validar el ELISA indirecto. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico 

La adquisición de los sueros se llevó a cabo mediante los siguientes métodos: 

- Muestreo sanguíneo (caninos, caprinos, equinos, suinos) 

- Banco de sueros (bovinos, cérvidos, felinos, ovinos) 

 
Las muestras se obtuvieron de diversos ranchos particulares y de algunos 

centros de producción y enseñanza quirúrgica de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.  

Muestreo sanguíneo 

La toma de muestra sanguínea se llevó a cabo mediante punción de la vena 

yugular o de la vena cefálica en grandes y pequeñas especies 

respectivamente. Se obtuvieron 5 ml de sangre y se depositaron en tubos sin 

anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas a 2,000 × g y el suero se 

fraccionó y se almacenó a −20°C hasta su uso. 

Banco de sueros 

Los sueros obtenidos a través de bancos debían cumplir con un volumen 

mínimo de 1 ml y no debían haber sido descongelados más de tres veces.  

Se obtuvieron 44 sueros de caprinos, 80 de roedores (40 de ratas y 40 de 

ratones) y 21 de suinos, mientras que de bovinos, caninos, equinos, felinos y 

ovinos se obtuvieron 45 muestras de cada especie. 



Estandarización del ELISA 

Titulación de los conjugados específicos y de la mezcla PA-PG 

Para llevar a cabo la titulación de los conjugados específicos comerciales anti-

IgG (Sigma Aldrich), se estandarizó un ELISA directo. Los pozos de las placas 

para este inmunoensayo se sensibilizaron con 100 µl de suero diluido 1:100 en 

amortiguador de carbonatos (15 mM), pH 9.6 y se incubaron a 4ºC toda la 

noche. Los pozos se lavaron 5 veces con amortiguador de fosfatos salino 

(PBS) adicionado con 0.05% de Tween 20 (-T) y posteriormente los sitios 

inespecíficos de unión se bloquearon con 200 µl de leche descremada al 5%. 

Se llevaron a cabo diluciones de los conjugados específicos por debajo y por 

arriba de las recomendaciones del fabricante (cuadro 10) y se incubaron 

durante 2 h a 37ºC. La detección de anticuerpos IgG totales fue revelada con 

100 µl por pozo de una solución de sustrato/cromógeno (5 ml de citrato de 

sodio 0.1M y 5 ml de ácido cítrico 0.1M más 5 mg de Ortofenilendiamina, 

adicionada con 4 µl de peróxido de hidrógeno al 30%). Después de 10-20 

minutos de incubación, la reacción se detuvo con 50 µl de ácido sulfúrico 1N. 

Los valores de absorbancia se obtuvieron mediante un lector de ELISA (Turner 

Biosystems 9300-010) a 490 nm de longitud de onda y se capturaron a través 

del programa ModulusTM Microplate Reader. 

 

 

 

 

 



Cuadro 10. Diluciones utilizadas para la titulación de los conjugados 
específicos 

 
Conjugado 

Anti IgG 
Diluciones 

Bovino 1:5,000 1:10,000 1:20,000 1:30,000 1:40,000 

Canino 1:2,500 1:5,000 1:10,000 1:20,000 1:30,000 

Caprino 1:5,000 1:10,000 1:20,000 1:40,000 1:80,000 

Equino 1:2,500 1:5,000 1:10,000 1:20,000 1:30,000 

Suino 1:20,000 1:30,000 1:40,000 1:50,000 1:60,000 

*Los números en negritas indican las diluciones recomendadas por el fabricante. 

 

Para estandarizar la dilución de las proteínas A y G unidas a peroxidasa, solas 

y en combinación que funcionaron como conjugado, se realizaron diluciones de 

1:5,000, 1:10,000, 1:20,000, 1:30,000, 1:40,000 y 1:60,000 y se realizaron 

ELISAs directos bajo las mismas condiciones que para los conjugados 

específicos. Una vez que se determinaron las diluciones óptimas de los 

conjugados específicos, así como de la mezcla PA-PG y para demostrar la 

presencia de anticuerpos IgG anti-T. gondii en las muestras de las diferentes 

especies estudiadas, se estandarizó la dilución de los sueros por especie 

mediante un ELISA indirecto. Para ello las placas de poliestireno se incubaron 

con un extracto crudo de taquizoítos de T. gondii descrito previamente,49 a una 

concentración de 2 µg/ml del antígeno, diluido en amortiguador de carbonatos 

15 mM, pH 9.6 a 4ºC toda la noche. Se realizaron 5 lavados con PBS-T y se 

bloquearon los sitios inespecíficos de unión como se describió previamente. Se 

realizaron diluciones dobles seriadas de 4 sueros de cada especie a partir de 

1:50 y hasta 1:1600, se agregaron 100 µl de la dilución en cada pozo y se 

incubaron durante 2 h a 37ºC. Se adicionaron 100 µl de la dilución previamente 



estandarizada del conjugado específico o de la mezcla PA-PG y el complejo 

antígeno-anticuerpo anti-T. gondii se reveló con la solución sustrato/cromógeno 

descrita previamente.  

Una vez establecidas las condiciones óptimas del ELISA indirecto para cada 

especie, se probaron simultáneamente todos los sueros obtenidos de cada una 

de ellas con el conjugado específico por una parte y por otra con la mezcla PA-

PG. Los valores de absorbancia obtenidos con el conjugado específico se 

compararon con aquellos obtenidos con el conjugado PA-PG por regresión 

lineal. 

Puntos de corte 

Después de estandarizar la dilución óptima de la mezcla PA-PG y de probar los 

sueros de cada especie con este conjugado universal, se procedió a calcular 

los puntos de corte para cada especie. Para aquellas especies donde ya se 

tenían sueros negativos y positivos (cérvidos, felinos y ovinos) confirmados por 

más de una técnica, el punto de corte se estableció mediante curvas ROC. En 

las especies donde no se tenían testigos negativos ni positivos validados 

(bovinos, caninos, caprinos, equinos y suinos), se establecieron dos 

poblaciones de muestras (una de baja y otra de alta absorbancia) mediante 

gráficos de distribución de frecuencias. Con ellos, se estableció un punto de 

corte inicial, calculando la media de las muestras de baja absorbancia más 3 

desviaciones estándar. Además, se determinó que ésta población tuviera 

distribución normal, a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Programa 

SPSS, versión 10.0). El punto de corte calculado en cada especie, se confirmó 

con un segundo inmunoensayo (Western blot). 



Estandarización de western blot 

Esta técnica fue adaptada para bovinos, caninos, caprinos, equinos y suinos a 

partir de inmunoblots previamente estandarizados para humanos, ovinos y 

cérvidos.46,51,52 Brevemente, las proteínas de diez millones de taquizoítos se 

separaron por electroforesis en un gel de acrilamida al 11% y se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche 

descremada al 2% diluida en PBS-T durante 1 h a 37ºC. Se cortaron tiras de 

nitrocelulosa y se incubaron con diluciones dobles seriadas (1:50 a 1:400) de 

sueros en PBS-T durante 1 hr a 37ºC y después toda la noche a 4ºC. Las tiras 

de nitrocelulosa se incubaron con la mezcla de PA-PG conjugadas a 

peroxidasa durante 2 h a 37ºC. Para revelar las proteínas inmunodetectadas se 

usaron 60 mg de 4-cloro-1-naftol diluido en 5 ml de metanol más 5 ml de PBS y 

100 µl de peróxido de hidrógeno. La reacción se detuvo con agua destilada. En 

el cuadro 11 están resumidas las condiciones de estandarización para cada 

especie. Para obtener testigos negativos y positivos de bovinos, caninos, 

caprinos, equinos y suinos, se probaron sueros de baja y de alta absorbancia 

de cada una de estas especies. Enseguida, se probaron sueros que estuvieran 

alrededor del punto de corte estimado por ELISA hasta encontrar sueros que 

presentaran menos de tres bandas diagnósticas o no tuvieran 

inmunoreactividad, los cuales fueron considerados como negativos. 

 

 

 

 

 



Cuadro 11. Condiciones de estandarización del western blot en cinco especies 
domésticas 

 
Especie Suero Conjugado PA-PG 

Bovinos 1:50 1:500 

Caninos 1:50 1:2,000 

Caprinos 1:100 1:2,000 

Equinos 1:50 1:500 

Suinos 1:25 1:400 

La concentración de antígeno utilizada fue 20 millones de 
taquizoítos por gel 



RESULTADOS 

Estandarización 

Se llevó a cabo la titulación de cinco conjugados comerciales anti-IgG específicos 

en inmunoensayos directos (Fig. 6). Con base en la definición de título, es decir, la 

dilución suficiente de conjugado que dé una absorbancia mínima de 1.0 a 450 nm, 

después de 30 minutos de la conversión del sustrato a 25ºC,145 se eligieron las 

diluciones señaladas en el cuadro 12, para emplearlas en los ensayos directos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Titulación de 5 conjugados comerciales anti IgG específicos a diferentes diluciones. 
Tn: (Testigo negativo) 

 

 



 

Cuadro 12. Diluciones seleccionadas de conjugados anti IgG de especies 
domésticas para emplearlos en ELISAs directos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína A y G 

La PA de Staphylococcus aureus y la PG de Streptococcus pyogenes se utilizaron 

como conjugado universal en ocho especies para detectar anticuerpos anti-T. 

gondii. Las inmunoglobulinas de borregos, cerdos, caballos, y perros fueron 

reconocidas por ambas proteínas, mientras que las de los bovinos, caprinos y 

cérvidos sólo fueron reconocidos por la PG y las de felinos sólo por la PA. Las 

inmunoglobulinas de las ratas y de los ratones no fueron detectadas por ninguna 

de ellas, por lo cual no se pudo continuar con la estandarización del ELISA en 

estas especies (cuadro 13). En la figura 7 se muestra la titulación de las PA y PG 

en las diferentes especies estudiadas. 

 

Conjugado anti IgG Dilución Absorbancia 

Bovino 1:20,000 1.8 

Canino 1:10,000 1.4 

Caprino 1:20,000 1.7 

Equino 1:10,000 1.6 

Suino 1:30,000 1.7 



 

 

 

 

Cuadro 13. Detección de inmunoglobulinas por las proteínas A y G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especie Proteína A Proteína G 

Bovino _ + 

Canino + + 

Caprino _ + 

Cérvido _ + 

Equino + + 

Felino + _ 

Ovino + + 

Roedor (Rata) – – 

Roedor (Ratón) – – 

Suino + + 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Titulación de PA (A) y de PG (B). Tn (Testigo negativo) 



 

 

 

Debido a que los anticuerpos de la mayoría de las especies fueron reconocidos 

por una o ambas proteínas a la dilución 1:10,000 de la mezcla PA-PG, dicha 

dilución fue la que se empleó en los ensayos indirectos. 

Titulación de sueros por especie 

Las diluciones de suero de cada especie se determinaron mediante ELISAs 

indirectos, empleando las diluciones de conjugado específico y mezcla de PA-PG 

previamente estandarizadas (Fig. 8). En el cuadro 14 están resumidas las 

condiciones con las que se llevaron a cabo los ensayos indirectos en 8 especies 

animales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 8. Ejemplo de titulación de 4 sueros de caninos con conjugado mezcla de PA-PG 1:10,000 (A) 
y conjugado anti-IgG de canino 1:5,000 (B). Tn (Testigo negativo) 



 

 

 

Cuadro 14. Condiciones de estandarización para ELISA indirecto 

 

La concentración del extracto crudo de T. gondii, cepa RH (antígeno) utilizada en todas las 
especies estudiadas fue de 2 µg /ml. 
 

En seguida, se probaron simultáneamente todos los sueros obtenidos de cada 

especie con el conjugado específico y con la mezcla PA-PG y se determinó el 

coeficiente de variación. En todas las especies estudiadas, la correlación fue 

mayor al 87%, excepto para los sueros de equinos, la cual fue del 77% (Cuadro 

15). 

Con los resultados obtenidos con los sueros de bovinos, caninos, caprinos, 

equinos y suinos por ELISA con la mezcla PA-PG (ELISA PA-PG), se realizaron 

gráficos de distribución de frecuencias para inferir el posible punto de corte, 

calculando la media de los sueros de baja absorbancia más tres desviaciones 

estándar. En estas cinco especies se determinó la normalidad de la distribución de 

Especie Suero 
Conjugado 

específico 

Conjugado 

PA-PG 

Bovinos 1:400 1: 30,000 1:10,000 

Caninos 1:400 1:2,500 1:10,000 

Caprinos 1:400 1:10,000 1:10,000 

Cérvidos 1:500 1:5,000 1:10,000 

Equinos 1:400 1:5,000 1:10,000 

Felinos 1:200 1:1,000 1:10,000 

Ovinos 1:1,000 1:5,000 1:10,000 

Suinos 1:200 1:20,000 1:10,000 



 

los sueros de baja absorbancia por medio de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (P 

> 0.05) (Fig. 9). 

Cuadro 15. Correlación lineal entre el conjugado específico y la mezcla PA-PG 
 

Especie n Pendiente Origen Correlación 

Bovinos 45 0.75 0.10 0.92 

Caninos 45 0.88 0.19 0.91 

Caprinos 44 0.75 0.01 0.99 

Cérvidos 45 0.54 0.28 0.89 

Equinos 45 0.79 0.28 0.77 

Felinos 45 0.54 0.19 0.87 

Ovinos 45 1.11 0.33 0.94 

Suinos 21 0.59 0.06 0.97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 9. Distribución de frecuencias para cinco especies domésticas, señalando el posible punto de 
corte para ELISA PA-PG (línea discontinua) 

 



 

 

 

Debido a que en cérvidos, felinos y ovinos ya se contaban con testigos negativos y 

positivos confirmados por más de una técnica, los puntos de corte se calcularon a 

través de curvas ROC y fueron de 0.28 para venados y borregos y de 0.36 o 0.43 

para gatos, dependiendo de la sensibilidad y especificidad deseadas (Fig.10, 

Cuadro 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.10. Curvas ROC para obtener el punto de corte en cérvidos, felinos y ovinos con conjugado PA-
PG  

 

 

 



 

Cuadro 16. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad del ELISA indirecto con 
conjugado PA-PG 

 

Especie 
Punto de corte 

(Ab) 

Sensibilidad 

(%) 

Especificidad 

(%) 

Cérvidos 0.28 96 94 

Felinos  
0.36 

0.43 

67 

89 

90 

60 

Ovinos 0.28 86 93 

Western blot 

Una vez que se obtuvieron sueros negativos y positivos de bovinos, caninos, 

caprinos, equinos y suinos (Fig. 11), se probaron varios sueros de estas especies 

para obtener el punto de corte definitivo para cada una de ellas (Fig. 12). Para el 

caso de caninos, caprinos y equino el punto de corte fue de 0.26, 0.29 y 0.32, 

respectivamente. Al no encontrar sueros sin reacción en bovinos y suinos, el punto 

de corte se estimó por debajo de 0.17 y 0.20 respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig.11. Testigos positivos y negativos de caninos, caprinos y equinos. * Sueros de bovino y de 
suino de más baja absorbancia 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.12. Western blot de cinco especies domésticas. Los valores encima de cada tira son las 
absorbancias de las mismas muestras en ELISA 

 

 



 

Una vez que se tuvieron los resultados del ELISA PA-PG y del western blot, se 

realizaron los cálculos para la validación del ELISA PA-PG para caninos, caprinos 

y equinos (cuadro 17).  

 

Cuadro 17. Resultados de validación del ELISA AG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No se logró validar el ELISA PA-PG para los bovinos y los suinos, ya que no se 

encontraron muestras negativas mediante western blot. Los resultados finales de 

los todos los puntos de  puntos de corte, se resumen en el cuadro 18.  

 

 

 

 

Especies Caninos Caprinos Equinos 

Número de muestras 18 22 14 

Concordancia observada  0.89 0.59 0.86 

Kappa 0.73 0.18 0.69 

Sensibilidad (%) 100 27 89 

Especificidad (%) 67 91 80 

Valor Predictivo Positivo 0.86 0.75 0.89 

Valor Predictivo Negativo 1.00 0.56 0.80 



 

Cuadro 18. Resumen de la validación del ELISA PA-PG como conjugado universal 

para mamíferos domésticos 

 

Especies Método Punto de corte (Ab) 
Sensibilidad 

(%) 

Especificidad 

(%) 

Bovinos Df + WB <0.17 — — 

Caninos Df + WB 0.23 100 67 

Caprinos Df + WB 0.29 27 91 

Cérvidos Curvas ROC 0.28 96 94 

Equinos Df + WB 0.31 89 80 

Felinos Curvas ROC 
0.36 

0.43 

67 

89 

90 

60 

Ovinos Curvas ROC 0.28 86 93 

Suinos Df + WB <0.30 — — 

Ab: Absorbancia; Df: Distribución de frecuencias; WB: Western blot 



 

DISCUSIÓN 

Si bien se han realizado estudios sobre la frecuencia de la toxoplasmosis en seres 

humanos y animales domésticos de México, los métodos de detección de 

anticuerpos anti-T. gondii en fauna silvestre son limitados. Esto se debe 

principalmente a que sólo existen comercialmente conjugados específicos para 

animales domésticos. Prueba de ello es el reporte de Sedlák y Bártová en 2006,146 

quienes utilizaron conjugados de especies domésticas para detectar anticuerpos 

anti-T. gondii en más de 100 especies de 14 familias de animales silvestres de un 

zoológico. Por ello, el objetivo de este estudio fue estandarizar y validar un ELISA 

indirecto para diagnosticar la infección por T. gondii en mamíferos domésticos 

para usarlo posteriormente en mamíferos silvestres en cautiverio, empleando la 

mezcla de proteína A de Staphylococcus aureus con la proteína G de 

Streptococcus pyogenes como conjugado universal.  

Algunos estudios previos han demostrado que el ELISA es un método de 

diagnóstico que tiene mayor sensibilidad y especificidad que otros ensayos 

serológicos en diversas especies, además de su fácil automatización.147,148 Estas 

bondades han sido aprovechadas y utilizadas para el diagnóstico de diferentes 

infecciones bacterianas, virales y parasitarias. En este estudio, las 

inmunoglobulinas totales de bovinos, caninos, caprinos, cérvidos, equinos, felinos, 

ovinos y suinos fueron detectadas con la PA, la PG o la mezcla de ambas como 

conjugado, lo cual coincide con trabajos previos en los que han utilizado como 

conjugado secundario para diagnosticar diversas enfermedades en seres 

humanos y animales como brucelosis, borreliosis, hantavirosis, neosporosis y 



 

toxoplasmosis, entre otras.119,122,132,149 Por otra parte, no se logró el 

reconocimiento de las inmunoglobulinas de ratas con ninguna de las dos 

proteínas, lo cual ya había sido reportado previamente.150 Finalmente, tampoco se 

logró el reconocimiento de las inmunoglobulinas de ratones por ninguna de las 

proteínas utilizadas como conjugado; este resultado difiere con lo reportado en 

otros trabajos, donde si encontraron afinidad de los anticuerpos murinos por la PA 

principalmente.150 Es posible que las inmunoglobulinas de ratones de la cepa 

Balb/c tengan alguna característica sutil que impide su reconocimiento bajo las 

condiciones probadas. Entonces, es probable que modificando algunos pasos del 

ensayo, como diluciones o tiempos de incubación, se pueda lograr la detección de 

las inmunoglobulinas de ratones. 

En este trabajo se logró estandarizar la prueba en seis de las ocho especies 

incluidas, pues en bovinos y suinos no fue posible validar la técnica, debido a que 

de los 45 y 21 animales que se muestrearon respectivamente, no se obtuvieron 

animales negativos a T. gondii. Llama la atención la frecuencia tan alta de 

anticuerpos anti-T. gondii en estas especies, lo cual indica que los animales 

muestreados estaban expuestos a factores de riesgo conocidos como son la 

presencia de fauna nociva en los corrales de los cerdos (gatos ferales 

principalmente) y pastura contaminada con ooquistes suministrada a los bovinos. 

Además esta documentado en diversas especies que el incremento en la edad de 

los animales, incluyendo seres humanos, es un factor de riesgo para infectarse 

con T. gondii y todos los individuos muestreados fueron adultos. Cabe mencionar 

que la mayoría de los sueros seleccionados de los bovinos eran negativos a 

Neospora caninum, parásito estrechamente relacionado con T. gondii, con lo cual 



 

se puede descartar una posible reacción cruzada. Por otra parte, se ha reportado 

que los cerdos junto con borregos y cabras, son especies altamente susceptibles a 

la infección por T. gondii,5 por lo cual será necesario calcular un tamaño de 

muestra adecuado para detectar bovinos y suinos seronegativos y validar el ELISA 

en estas especies. 

Hasta el momento, son pocos los trabajos reportados en la literatura que hayan 

empleado la PA, la PG o la mezcla de ellas como conjugado de un ELISA para 

detectar anticuerpos anti-T. gondii.138 identificaron aves, primates, carnívoros y 

herbívoros silvestres de China infectados con este protozoario utilizando la PA 

como anticuerpo secundario, mientras que Mineo et al., (2001)149 la emplearon en 

perros de Brasil. Ambos trabajos demostraron que la PA es útil para la detección 

de anticuerpos anti-T. gondii. Recientemente Zhang et al., (2010)148 emplearon 

con éxito una quimera de PA-PG para detectar la infección por este parásito en 

cerdos, cabras, perros y gatos mediante un ELISA indirecto, utilizando una 

proteína recombinante de los micronemas (MIC3) como antígeno. Para validar su 

técnica, compararon sus resultados con los obtenidos a través de un kit comercial 

y aglutinación modificada. En este estudio logramos identificar animales 

seropositivos a T. gondii, empleando la mezcla PA-PG como conjugado universal 

pero utilizando un extracto crudo de la cepa RH de este microorganismo. De las 

especies incluidas en este proyecto, en cérvidos, felinos y ovinos la prueba fue 

validada mediante curvas ROC. La sensibilidad y especificidad obtenidas permiten 

proponer al ELISA PA-PG como una prueba de diagnóstico verdadero en la 

mayoría de los animales incluidos de estas 3 especies. 



 

La validación de la prueba en las otras tres especies (canina, caprina y equina) se 

realizó mediante western blot, el cual ha sido empleado con éxito para buscar 

respuesta inmune en individuos infectados natural o experimentalmente.151,152 La 

técnica utilizada en este trabajo fue adaptada a partir de western blots 

previamente estandarizados por nuestro grupo de trabajo en seres humanos, 

borregos y venados.46,50,52 Previamente, Mineo et al. (2001)149 identificaron sueros 

de caninos seropositivos a T. gondii mediante, empleando la PA como anticuerpo 

secundario. 

Aunque la técnica se logró estandarizar en las tres especies mencionadas, la 

sensibilidad lograda con los caprinos fue baja (0.27), es decir, la prueba logra 

detectar individuos positivos que tienen la enfermedad, pero con una alta cantidad 

de casos donde la prueba resulta negativa cuando el individuo está infectado. Es 

probable que la sensibilidad del ensayo en esta especie se pueda incrementar si 

se prueban concentraciones del antígeno diferentes a la empleada (2 µg/ml), 

además de reconsiderar las diluciones del suero y del conjugado. Probablemente 

la sensibilidad podría ser incrementada en cuanto se logren capturar un mayor 

numero de muestras negativas y se re-evalúe la prueba. 

Realizando una búsqueda bibliográfica en bases de datos como NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y Ebsco (http://www.ebsco.com) no se 

encontraron trabajos que validen un ELISA (que emplee la mezcla PA-PG como 

conjugado universal) con western blot. En este estudio se observaron patrones 

heterogéneos de reconocimiento antigénico de T. gondii por las inmunoglobulinas 

de los animales probados, desde 20 y hasta 130 kDa, tanto intra como inter 



 

especie, lo cual puede indicar variabilidad en la respuesta inmune del huésped 

(atribuible al tipo de alimentación, a la presencia de alguna enfermedad 

inmunosupresora o si cursa con una infección aguda o crónica) o que los animales 

han sido infectados con diferentes genotipos del parásito. 

CONCLUSIONES 

Se logró estandarizar un ELISA indirecto para diagnóstico de infección por T. 

gondii en mamíferos domésticos (caninos, caprinos, cérvidos, equinos, felinos y 

ovinos) con el uso de un conjugado universal, constituido por una mezcla de 

proteína A de Staphylococcus aureus con proteína G Streptoccocus pyogenes a 

una dilución única (1:10,000) y su validación con western blot. Estos resultados 

son la base para comenzar a trabajar con mamíferos silvestres en cautiverio. 

 PERSPECTIVAS 

Se re-estandarizará el inmunoensayo para bovinos y suinos. Además esta técnica 

se usará en mamíferos silvestres en cautiverio para calcular la prevalencia de la 

infección por T. gondii. 

 



APÉNDICE 

1. Solución Amortiguadora de carbonatos, 15 mM, pH 9.6 

• 1.59 g de carbonato de sodio (Na2CO3) más 1.26 g de bicarbonato 

de sodio (NaHCO3). 

• Disolver los carbonatos en 800 ml de agua bidestilada 

• Ajustar el pH a 9.6 

• Aforar a 1000 ml 

• Mantener a 4°C 

2. Solución salina de fosfatos 10 mM, NaCl 0.15M, pH 7.2 (PBS) 

• Medir 800 ml de agua bidestilada 

• Agregar 100 ml de PB 10 x y 8.75 g de NaCl 

• Disolver las sales y ajustar el pH a 7.2 

• Aforar a 1000 ml con agua bidestilada 

• Guardar a 4°C 

3. PB10x 

• 2.62g de Fosfato de sodio monobásico monohidratado 

(NaH2HPO4H2O) + 11.5 g de Fosfato de sodio dibásico anhidro 

(Na2HPO4) 

• Disolver en 200 ml de agua bidestilada 

• Aforar a 1000 ml con agua bidestilada 

4. Amortiguador de lavado (PBS-Tween 20, 0.05%) 

• En 1000 ml de PBS pH 7.2 (solución 2) 
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• Añadir 500 µl de tween 20 

• Guardar a 4°C 

5. Solución de bloqueo (leche descremada al 5%) 

• Pesar 5 gr de leche descremada en polvo 

• Disolver en 100 ml de PBS-Tween (solución 4) 

• Guardar a -20°C 

6. Solución de cromógeno sustrato (ELISA) para peroxidasa 

• Pesar 4 mg de orto-fenilendiamina 

• Añadir 5 ml de ácido cítrico 0.1M y 5 ml de citrato de sodio 0.1M 

• Adicionar 4 µl de H2O2 al 30 % 

Nota: La solución se prepara inmediantamente antes de usarla y se 

mantiene en la oscuridad antes y durante su uso (máximo 30 minutos). 

7. Solución de ácido sulfúrico 1N 

• Tomar 98.08 ml de ácido sulfúrico (H2SO4) 

• Añadir cuidadosamente a 850 ml de agua destilada y aforar a 1000 

ml 

8. Acrilamida 30%-bis-acrilamida 0.8% 

• Pesar 29.2 g de acrilamida* (99.9% pureza) más 0.8 g de N´N-bis-

metilen-acrilamida. 

• Disolver en agua bidestilada y aforar a 100 ml 

• Filtrar con papel Whatman 1 

• Guardar en frasco color ámbar a 4°C 

*Nota: Manejar con cuidado este reactivo porque es neurotóxico. 
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9. Amortiguador del gel separador: Tris-Base 2M, pH 8.8 

• Disolver 18.15 g de Tris-base (Hidroximetil aminometano o Trizma-

base 50 ml de agua bidestilada 

• Ajustar el pH con HCl 6N hasta un pH de 8.8 

• Aforar a 100 ml con agua bidestilada 

• Guardar a 4°C 

10. Lauril sulfato de sodio (duodecil sulfato de sodio) SDS 10% 

• Pesar 10 g de SDS 

• Aforar a 100 ml con agua bidestilada 

11. Persulfato de amonio al 10% 

• Pesar 1 g de persulfato de amonio 

• Disolver en 10 ml de agua bidestilada 

 Nota: Se prepara al momento de usarse 

12. Amortiguador de gel concentrador: Tris-HCl 2M pH 6.8 

• Pesar 30 g de Tris-base en 30 ml de agua bidestilada 

• Ajustar el pH con HCl 5-10N gota a gota hasta un pH de 6.8 

• Aforar a 100 ml con agua bidestilada 

• Guardar a 4°C 

13. Amortiguador tris-glicina (para electroforesis)* 

• Medir 200 ml de Tris-glicina 5X* 

• Aforar a 1000 ml con agua destilada 

• Guardar a 4° C 
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*Tris-glicina 5X: 15.0 g de Tris-base + 72.0 g de glicina + 5.0 g de SDS en 

1000 ml de agua bidestilada. 

Nota: Este amortiguador se puede usar 2 o 3 veces en la cámara inferior. 

Después de cada uso se filtra con papel Whatman No. 1 

14. Amortiguador de muestra 

• Medir 5 ml de SDS 10% 

• Añadir 37 mg de EDTA, 5 ml de glicerol, 1.25 ml de Tris-HCl 2M pH 

6.8 y unos granitos de azul de bromofenol o tironina 

• Aforar a 50 ml con agua bidestilada 

• Dividir en fracciones de 1 ml y congelar 

15. Amortiguador de transferencia 

• (Tris 0.025M, glicina 0.192M, pH 8.3 metanol 20 % v/v) 

• Medir 12.5 ml de Trizma-base 2M y agregar 14.49 g de glicina 

• Añadir 200 ml de metanol 

• Aforar a 1000 ml con agua bidestilada 

• Guardar a 4° C 

Nota: No ajustar el pH. El amortiguador oscila entre pH 8.1 y 8.4, dependiendo de 

la calidad del Tris, la glicina y el metanol. El metanol debe ser de grado analítico, 

de lo contario contiene contaminantes metálicos que interfieren con las láminas de 

los electrodos. Este amortiguador se puede usar 3 veces, después de cada uso se 

filtra con papel Whatman 1. 
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