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RESUMEN

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado de distribucion mundial.
La infeccion congénita es la mas severa y con mayor incidencia de secuelas, pero
la naturaleza subclinica de la infeccion en adultos hace que el diagnéstico resulte
dificil en mujeres infectadas durante el embarazo. La infeccion primaria por este
parasito induce la aparicion temprana de anticuerpos de clase IgM e IgA, los
cuales alcanzan niveles maximos alrededor de la tercera semana, por lo que su
identificacion permite sospechar una infeccion aguda.

Los anticuerpos del tipo IgM e IgA presentan una afinidad mas baja que la
presentada por IgG, por lo que en muestras en las que existe esta ultima clase,
hay competencia por la union especifica al antigeno, lo que complica la
identificacion de los primeros, a través de un ELISA indirecto. Por lo anterior, se
requiere un ELISA de captura de IgM o IgA, eliminando el resto de las
inmunoglobulinas de la muestra antes de retarlas con el antigeno. Existen
estuches comerciales para la captura de IgM o para IgA por separado, pero se ha
observado que la sensibilidad del diagnéstico aumenta si se buscan ambas clases
de anticuerpos. Por tal razon el objetivo de la presente tesis fue el disefio,
estandarizacion y validacion de un ELISA de captura simultanea de IgM e IgA que
permita bajar el costo del diagndstico de sospecha o tamiz.

La técnica consistio en forrar una placa de ELISA con anticuerpos anti IgA o anti
IgM, posteriormente se colocO la muestra de suero. Se afiadié el antigeno
parasitario, el cual a su vez, fue reconocido por el conjugado de anticuerpos de
clase IgG que se obtuvieron por cromatografia de afinidad a partir de suero de
conejo infectado con taquizoitos acoplados a biotina; posteriormente se reveld con
avidina-peroxidasa.

Se usaron anticuerpos de conejo tanto de la fase aguda como cronica de la
infeccion. Como antigenos se probaron el antigeno de superficie 1 (SAG1 o p30)
como un extracto crudo. La respuesta de la IgG de fase aguda al antigeno p30 fue
alta, y al extracto crudo baja; la reaccién con la IgG de fase cronica fue inversa:



alta para el extracto crudo y baja para p30. Las concentraciones Optimas de los
anticuerpos biotinilados correspondientes fueron de 50 pg/mL para 1y 2 pg/mL de
p30 y extracto crudo, respectivamente. Los anticuerpos de captura de IgA o IgM
fueron utilizados 6ptimamente a 5 pg/mL, usando el suero 1:40. Sin embargo, se
encontré reaccion cruzada entre los dos anticuerpos de captura contra las dos
inmunoglobulinas, descartandose realizar por ello el ensayo simultaneo.

En los ELISA de captura para cada inmunoglobulina se detectaron fondos de
reaccion muy altos, por lo que se adsorbieron los anticuerpos de captura con IgG
0 se incubo la IgG biotinilada con suero humano negativo 1:10. A pesar de lo
anterior, no se logré eliminar el fondo en el sistema de captura de IgM debido a la
naturaleza policlonal del conjugado IgG de conejo — biotina y posiblemente a la
interferencia del factor reumatoide en la muestra.

Estas modificaciones se repitieron en los ensayos preliminares de captura para
IgA con las concentraciones de 5 ug/mL de anti IgA, suero 1:40, mezcla de
antigeno p30 1 ug/mL + extracto crudo de taquizoito (EC) 2ug/mL, mezcla de IgG
biotinilada fase aguda 25 ug/mL + 1gG biotinilada fase cronica 25 ug/mL. Con las
concentraciones anteriores se probaron sueros positivos a IgA confirmados por
ELISA indirecto. Las absorbancias obtenidas se graficaron contra las del método
indirecto, obteniéndose una correlacion positiva (r=0.5) entre ambos ensayos.

En conclusién el ensayo de captura de IgA se logré estandarizar pero el de IgM

requiere afinarse antes de poder combinarlo con el primero.



INTRODUCCION

GENERALIDADES DE Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado, perteneciente al
Phylum Apicomplexa, a la clase Sporozoa y a la Subclase Coccidia.! Es la tnica
especie del género Toxoplasma y se encuentra relacionado taxonémicamente con
Pneumocystis, Plasmodium y Neospora.?*

El término toxoplasma deriva de la palabra griega toxdn, que significa arco,
refiriéendose a la forma del taquizoito de media luna, el cual es la forma de
replicacion rapida (figura 1). El nombre de la especie proviene del roedor
Ctenodactylus gondii, de donde se aislé por primera vez.”

Toxoplasma gondii es capaz de invadir a gran variedad de mamiferos, incluso el
humano, y aves, cuyas células son susceptibles de infeccion y multiplicaciéon

intracelular.?

Figura 1. Microfotografia electronica de barrido (izquierda) y de transmisién (derecha) de
taquizoitos de Toxoplasma gondii. Las barras inferiores a la derecha equivalen a 2y 1 um

respectivamente.



CICLO DE VIDA

El desarrollo de Toxoplasma gondii se lleva a cabo a través de reproduccion

sexual y asexual (figura 2):

Ciclo sexual

El ciclo inicia cuando el huésped definitivo, un felino, se infecta por consumo de
quistes tisulares presentes en la carne de otros animales.® Estas estructuras de
forma esférica en cerebro y de forma alargada en corazon, permanecen largos
periodos en los tejidos y caracterizan la fase crénica de la infeccion. Su tamafio
dependera de la cantidad de parasitos que contengan, variando de 10 a 200
micras. En los quistes tisulares se alojaran los bradizoitos, los cuales son formas
de proliferacion lenta y que persisten enquistados en el tejido del huésped de por
vida.” Al romperse el quiste tisular por la accién de las enzimas digestivas
intestinales, se liberan las formas infectivas, las cuales invaden a los enterocitos
del intestino delgado del huésped, siendo resistentes a la pepsina y tripsina.®* * En
este sitio inician la gametogonia, para la formacién del zigoto, y posteriormente los
ooquistes, los cuales son formas ovoides que miden de 12 a 11 micras de
diametro mayor.® Estas formas son liberadas al medio ambiente a través de las
heces de los gatos infectados, como un ooquiste inmaduro o no esporulado. En
condiciones Optimas de temperatura y humedad, en 1 a 5 dias ocurren los
procesos de replicacion y diferenciacion celular que conllevan a la maduracion y
formacién de ocho esporozoitos infecciosos (esporulacién).? Los ooquistes
esporulados pueden permanecer viables hasta 18 meses en tierra humeda y

sobrevivir a temperaturas bajas y deshidratacién por periodos cortos de tiempo.?



Ciclo asexual

El huésped intermediario se puede infectar mediante la ingestion de ooquistes
esporulados o de quistes tisulares presentes en tejidos de otros hospederos
intermediarios.® Al ingerir los ooquistes o los quistes tisulares, se liberan los
esporozoitos o los bradizoitos, respectivamente, que infectando el epitelio
intestinal, producen taquizoitos, los cuales finalmente se diferencian a bradizoitos,

apareciendo los quistes tisulares a los 7-10 dias post-infeccién.? ’

Toxoplasma gondii
CICLO DE VIDA

J )
> Hospedaro
.. ) [l i) definitivo
j / \ | \ {
| k"?
o ) { | SV
Quiste tisular | If | i
con bradizoitos | | A o Y
|7 i ‘:Jr :
)
|
1/
fI{f-'
[
/
f
|
e T T
\
f/
{

Gametos
an intesuno

de gato
‘r

Hospedeaeros
intermediarios

- Quiste tisular
e :
\ con bradizoitos

Esporozoitos

Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Tomado de Correa et al, 2006.



VIAS DE TRANSMISION

La transmisién de Toxoplasma gondii se puede llevar a cabo por via oral,
mediante el consumo de carne mal cocida contaminada por quistes tisulares o por
ingesta de agua contaminada con ooquistes.”® Por otro lado puede haber
transmision directa por heridas en personas que manejan carne cruda infectada,
como carniceros o trabajadores de rastros o personal de laboratorio que trabaja en
el manejo de cepas de Toxoplasma gondii que se ha infectado
accidentalmente.'®! Otra fuente de infeccién puede ser la transfusién sanguinea,
cuando el donador cursa infeccion aguda y por lo tanto presenta taquizoitos
circulantes; o bien el transplante de 6rganos infectados con Toxoplasma.?
También se puede llevar a cabo transmision transplacentaria o vertical, en el que
la mujer adquiere la infeccidon dos o tres meses antes del embarazo o durante el
mismo, infectando al producto.*?*31°

Puede haber reactivacion de la fase aguda en pacientes con infeccion cronica,
secundaria a la disminucién en la respuesta inmune en el caso de individuos
inmunocomprometidos, como aquellos con cancer o SIDA, la cual puede causar

encefalitis toxoplasmica e incluso la muerte.*®

EPIDEMIOLOGIA

La poca especificidad por la especie de hospedero, permite que Toxoplasma
gondii cause una de las zoonosis mas ampliamente distribuidas en el mundo,
aunque las caracteristicas del medio ambiente, habitos alimenticios, edad, higiene
y convivencia con gatos, influyen en su prevalencia.'® '’ Se ha encontrado que el
30% de los humanos estan infectados por el parasito, aunque la frecuencia es
menor en los polos y zonas altas.'® '® Se ha observado una alta prevalencia y
exposicion a temprana edad en zonas de gran contaminacion del suelo y del agua
con ooquistes por la presencia de gatos domésticos o salvajes que deambulan

liboremente.*®



Epidemiologia en México

En México es muy escasa la informacion sobre la magnitud del problema. Las
primeras investigaciones en 1951 y 1953, por medio de la intradermoreaccion con
“toxoplasmina”, refieren una positividad del 48% a 51% en poblacion de
Tamaulipas y Veracruz y del 15% en el Distrito Federal.’® Posteriormente
aparecieron pruebas seroldégicas utilizando la reaccidon de Sabin y Feldman
(detecta anticuerpos totales), inmunofluorescencia, hemaglutinacion indirecta y
ELISAI? 21-25

Los valores considerados representativos de todo el pais fueron similares entre
1953 con la prueba de Sabin y Feldman, y 1987, en la que se empled la
inmunofluorescencia (entre 28.9% y 32.0%)." 2% 24

Se han obtenido valores para anticuerpos totales o de clase IgG en individuos
sanos o “controles” de otros grupos y para donadores de sangre, los cuales tienen
una gran diferencia entre los Estados como Durango (7.4 -8.9%) y los de regiones
calido himedas como Yucatan (69%).%>%®

En cuanto a la relaciébn de la toxoplasmosis con algun desorden mental o
neurolégico, en el estado de Durango se encontrd6 una frecuencia
significativamente mayor en pacientes psiquiatricos (18.2%) y especialmente en
casos con esquizofrenia (26.3%) que en donadores de sangre 0 mujeres con
embarazo normal.?® %

Referente a la toxoplasmosis congénita, se han encontrado enormes diferencias
en la frecuencia en mujeres embarazadas entre regiones distintas del pais, que va
de 6.0% en Durango a 78.0- 82.0% en una comunidad semi-urbana de Morelos.**
26, 29-31

En el caso de la infeccion congénita, existen dos estudios realizados en la Ciudad
de México; el primero de 1962, en el que se encontré que de 1000 recién nacidos,
19 tenfan anticuerpos contra Toxoplasma gondii® y el segundo que corresponde
al 2005, en el que de 1003 nifios recién nacidos de la Ciudad de México se

encontraron 2 casos positivos.*®



MANIFESTACIONES CLINICAS

En personas inmunocompetentes, la toxoplasmosis aguda suele ser asintomatica
y autolimitada, pasando inadvertida en un 80 al 90% de adultos y nifios.** Para el
caso de infeccién crénica, puede persistir de por vida, y con menor dafio para el
paciente inmunocompetente; siendo grave o provocar la muerte en pacientes
inmunocomprometidos, como los transplantados, con VIH o durante el desarrollo
del bebé.™®

La infeccidn congénita resulta de una infeccidon primaria en la madre durante el
embarazo; aunque también se tiene riesgo de que el producto adquiera la
infeccién si la madre se infecta algunas semanas antes de la concepcién.t? 332 %
El riesgo de dafio al producto dependera del trimestre de la gestacion durante el
cual la madre adquirié la infeccion. Si la infeccion es en el primer trimestre y sin
tratamiento, la transmision al producto se da en un 10 — 25 % de los casos,
pudiendo presentar aborto espontaneo. En el caso del segundo trimestre de
gestacion, la incidencia de infeccion es de 30 a 50% y de 60 a 65% en el tercer
trimestre; siendo en su mayoria asintométicos al nacer. En los casos de recién
nacidos con signos y sintoma aparentes, se pueden presentar cuadros de
meningoencefalitis, irritacion meningea y signos de lesion neuroldgica
acompanada de hidrocefalia, macro o microcefalia, lesiones oculares, dafo
hepatocelular y hasta sordera.'® 3" 3® En el caso de niflos que no manifiestan
sintomatologia hasta 3 meses después de nacer, se suele presentar en formas
menos graves y que son de naturaleza neurolégica y ocular.** 33

En pacientes inmunocompetentes con toxoplasmosis sintomatica, suele
presentarse linfadenopatia cervical, ademas de cefalea, malestar general, fatiga y
fiebre. En menores casos se presentan mialgias, faringitis, dolor abdominal,

erupcién maculopapilar, meningoencefalitis y alteraciones de la conciencia.®



TRATAMIENTO

En la actualidad, no existe un tratamiento satisfactorio para el control de la
toxoplasmosis. Los avances en el estudio de accion de agentes antimicrobianos y
su actividad contra Toxoplasma gondii, se deben al reciente aumento de pacientes
con encefalitis toxoplasmica en cuadros con SIDA. En el tratamiento se utilizan
combinaciones de sulfonamidas (sulfadiacina, sulfametacina y sulfameracina)
junto con inhibidores de la enzima dihidrofolato reductasa (RDHF). Las primeras
inhiben la sintetasa del acido dihidrofélico (pirimetamina), interfiriendo con la
utilizacion del acido para-aminobenzoico por el parasito y las segundas actuando
como antagonicos del acido félico y folinico, evitando asi que Toxoplasma gondii
pueda llevar a cabo la sintesis de su RNA. La combinacién mas utilizada es la de
pirimetamina con sulfadiacina, ya que esta Ultima potencia la accion de la primera.
Como ambos farmacos tienen efecto anti-folico, debe administrarse acido folinico

o folinato de calcio.*®

RESPUESTA INMUNE CONTRA Toxoplasma gondii

La infeccion primaria por Toxoplasma gondii induce una respuesta inmune
especifica que protege contra una reinfeccion.® Después de la infeccién, se

presentan inmunidad de tipo humoral y celular contra el parasito.

Respuesta inmune humoral

La inmunidad humoral se demuestra por la presencia de anticuerpos anti— T.
gondii en el suero. La primer clase (IgM) aparece al final de la primer semana
después de la primo infeccion (figura 3).*° Se pensé que estos anticuerpos eran
caracteristicos de la fase aguda, pero se han encontrado meses o incluso afios
después, sobre todo en mujeres embarazadas y pacientes con toxoplasmosis

adquirida que desarrollaron linfadenopatia.** *°



Las inmunoglobulinas de clase A aparecen poco después que las IgM, teniendo
una cinética similar a la ultima, y persistiendo durante 6-7 meses, aunque puede
variar en pacientes adultos y recién nacidos con infeccién congénita.*>*’ Juega un
papel importante en la inmunidad de la mucosa oral contra la infeccion por el
parasito.*® Para diagnéstico presuntivo de toxoplasmosis congénita, su deteccién
es de gran valor, ya que puede ser detectada en ausencia de IgM.*

Son pocos los estudios sobre la aparicion de anticuerpos IgE. Son detectables
durante la fase aguda de la infeccion y pueden ser producidos por algunos recién
nacidos con infeccidon congénita. Su presencia regularmente se relaciona con la
presencia de complicaciones, como adenopatias y coriorretinitis en casos de
reactivaciones en pacientes inmunodeprimidos.** %8

Los anticuerpos IgG aparecen 2 a 3 semanas después de la primo infeccion,
alcanzando sus maximos niveles a los 2 meses y persistiendo a lo largo de meses
o afios.*** Juegan un papel importante en la proteccion al feto, ya que es capaz

de cruzar la barrera placentaria.*

Infeccion con

Toxoplasma gondii

I IgG

Magnitud

Tiempo (dias)

v

Figura 3. Cinética de la respuesta inmune humoral a partir de una primoinfeccién con
Toxoplasma gondii.
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Respuesta inmune celular

La infeccion por T. gondii tiene como caracteristica presentar una fuerte y
persistente respuesta inmune mediada por células, para proteccion del hospedero
contra el parasito.**** Durante la fase activa de la infeccion, en la que hay invasién
a células, multiplicacion y liberacion de taquizoitos, puede haber interaccién con
células presentadoras de antigenos, las cuales procesaran al taquizoito y lo
presentaran a través de antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en inglés). 3

TGF -a
Toxoplasma
gondii

[\

Apoptosisdecélula
infectada
\t\ f/ IL-10 '. ycontrol de Thl
v NO
NOZ
—» IFN —>

Inmunidad \\\\\;
innata
VL N WO

= ® Ceutas IL- 963 IL-10
“ | dendriticas IgE
IgG4
Monocitos IFN-y »
IL-12 Vld /V IL-4

) 1gG2 IL 10
o IgM
’ C g

Figura 4. Respuesta inmune celular contra infeccion por Toxoplasma gondii. CPA: célula

presentadora de antigeno; MHC | y Il: complejo mayor de histocompatibilidad clases | y II;
NK: células natural killer; PMN: polimorfonucleares; CP: células plasmaéticas; Ig:
inmunoglobulina, TNF a: factor de necrosis tumoral alfa; Me: macréfago; IFN y: interferdn
gamma; IL: interleucina;. La linea continua y la punteada representan regulaciéon positiva y

negativa respectivamente.
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Si son presentados por MHC clase | seran reconocidos por los linfocitos T CD8+,
llevandose a cabo el proceso de citotoxicidad para finalmente producirse la
apoptosis de células infectadas. Por otro lado, si son presentados a través de
antigenos clase I, interactuaran con linfocitos T CD4+. Si se encuentran citocinas
como la interleucina 12 (IL- 12), se desarrollara una respuesta tipo Thl, para luego
liberar interferon — gamma (IFN - y) que a su vez activara a macrofagos y células
NK, que son capaces de controlar la replicacién del taquizoito y activar a mas
linfocitos T CD8+ y CD4+.*

Si al inicio de la infeccion hay IL-4 en el medio, caracteristica de una respuesta
tipo Th2, no podré haber control de la replicacién parasitaria.*® Sin embargo, una
respuesta Thl prolongada o exacerbada provoca una respuesta inflamatoria
excesiva, la cual puede incluso ocasionar la muerte al huésped, por lo que debe
haber un control mediado por la interleucinas tipo Th3/Treg IL-10 y TGF-B.”

Al inicio de la infeccion, los linfocitos T CD4+ liberan IL-2 que activan a linfocitos B,
los cuales se diferenciaran a células plasmaticas y dan origen a anticuerpos
séricos dirigidos contra antigenos del parasito.*® Por otro lado, algunos antigenos
interactuaran directamente con receptores de linfocitos B, los cuales produciran

anticuerpos clase IgM caracteristicos de la infeccién aguda.®

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO

Con ayuda del marcaje con yodo radiactivo de la superficie de los taquizoitos y la
electroforesis en geles de poliacrilamida de las proteinas solubilizadas de la
membrana, se ha podido demostrar la existencia de cinco proteinas principales
cuyos pesos moleculares son 43, 35, 30, 23 y 22 kilodaltones (kDa).** *° Dichas
proteinas se han estudiado para su uso en vacunas y diagndéstico seroldgico.

La proteina p30 es la mas abundante, la cual constituye el 5% del peso total del
taquizoito y tiene la particularidad de que no se expresa en bradizoitos o
esporozoitos.**>'A través de la clonacién del gen de p30 y secuenciacién de la

proteina, se ha observado que es altamente conservada entre distintas cepas de
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Toxoplasma gondii.>® Esta proteina es muy inmunogénica, induciendo la
produccion de anticuerpos IgG IgM e IgA y se ha empleado para el diagnéstico de
infeccion aguda en adultos y recién nacidos con infeccién congénita.>®>3%°

Otra proteina que también ha sido clonada es la p22, la cual se emplea en forma
recombinante para detectar IgG en inmunoblots y en el ELISA, aunque presenta
una sensibilidad menor con anticuerpos IgA e IgM.% 2

También se han estudiado antigenos de excrecidn-secrecion, obtenidos a partir de
taquizoitos en cultivos de tejidos, los cuales constituyen el 90% del antigeno del
parasito que circula en el hospedero.®*®® Los antigenos mas estudiados son el
p23 y el p28. La p23 es reconocida frecuentemente por los sueros de los
pacientes con infeccién cronica y con menos frecuencia de aquellos con infeccién

aguda.®’

DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de infeccién por Toxoplasma gondii, se pueden llevar a cabo
las siguientes técnicas:
Estudios de gabinete
Para reforzar el diagnostico clinico de la toxoplasmosis, se llevan a cabo estudios

como la tomografia axial computarizada (TAC), la resonancia magnética nuclear

(RM) y la radiografia para ver calcificaciones cerebrales.

Identificacidn histologica

La presencia de taquizoitos y bradizoitos a partir de biopsias de tejidos corporales
son demostrables con la tincion de Wright, hematoxilina eosina, acido peryodico

Schiff, inmufluorescencia especifica y tincidbn con inmunoperoxidasa.
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Aislamiento del parasito

El aislamiento de Toxoplasma gondii a partir de liquidos corporales como sangre o
liquido cefalorraquideo, refleja una infeccion aguda en el paciente; sobre todo
después de inocular el liquido en la cavidad peritoneal de ratones sanos y
comprobar la presencia del parasito de 6 a 10 dias después de la inoculacion en el
liquido peritoneal. La sensibilidad de este método en el diagnostico de la infeccion
aguda es de aproximadamente 90%; aunque presenta la desventaja del riesgo de
contaminacioén y el tiempo de espera para la obtencién del resultado.*®

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

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

amniético, liquido cefalorraquideo y muestras de tejidos.®®

Inmunodiagnaostico

Prueba de Sabin y Feldman

Su fundamento consiste en observar taquizoitos vivos que pierden su afinidad
para ser tefiidos por el azul de metileno cuando estdn en contacto con un
anticuerpo especifico, mientras que los parasitos no tratados por éstos, se
colorean intensamente.”* Los inconvenientes de este método son que determina
anticuerpos totales y que depende del uso de parasitos vivos, por lo que implica

un riesgo de contaminacion.*®
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Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Esta prueba consiste en la fijacion de taquizoitos en un portaobjetos, los cuales se
ponen en contando con el suero del paciente a distintas diluciones. Posteriormente
son adicionados anti-anticuerpos conjugados a sustancias fluorescentes. La
respuesta antigeno anticuerpo se identifica por microscopia de fluorescencia. Se
han observado falsos positivos en muestras que contienen factor reumatoide y

factor antinuclear en la IgM- IFI.

Ensayo inmunoenzimético (ELISA)

Este método descrito en 1971 por Envall y Perlman, consiste en utilizar
anticuerpos conjugados a una enzima gque se unen a anticuerpos presentes en el
suero del paciente, los cuales conservan su capacidad de union especifica al
antigeno. Este sistema consiste en adsorber a una fase solida el antigeno o el
anticuerpo, mientras la enzima es capaz de producir una reaccion de o6xido
reduccion, en la cual el sustrato se convierte en un producto colorido.

Existen diversos tipos de ELISA: directo, indirecto, de captura y competitivo. Todos
permiten la determinacion de antigenos en fluidos biologicos, a excepcion del
método indirecto que soélo detecta anticuerpos. En los métodos directos, el
anticuerpo dirigido especificamente contra el antigeno es el que lleva unida la
enzima. En cambio, en los métodos indirectos el conjugado enzima-anticuerpo
reacciona con un primer anticuerpo, el cual ya reacciono con el antigeno. En los
de captura, el conjugado enzima-anticuerpo se une al antigeno antes fijjado a un
primer anticuerpo, adsorbido a la fase sélida. Las enzimas mas empleadas son la
peroxidasa de rabano (HRP), la fosfatasa alcalina (FA) y la B-D-galactosidasa
(BG). Los sustratos para la enzima HPR son el peroxido de hidrogeno o el
peréxido de urea, que al ser reducidos dan productos incoloros, por lo que se
acompafan de cromégenos que se oxidan y desarrollan color. La mas empleada

es la o-fenilendiamina (OPD), que continla en forma soluble después de ser
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oxidada. Los sustratos para la FA son el p-nitrofenil fosfato y el 5-bromo-4-cloro-3-

indoil fosfato.®®

Prueba de Avidez

Este método fue descrito en 1989 por Hedman y se basa en las distintas fuerzas
de unién entre el antigeno y el anticuerpo en la infeccion aguda y la cronica.
Estudios demuestran que en las primeras semanas después de la infeccion,
predominan anticuerpos IgG de baja avidez, sugiriendo una fase aguda; mientras
que en las siguientes semanas 0 meses predominan las IgG de alta avidez, lo
cual es indicativo de infeccion crénica. La avidez de anticuerpos IgG se puede
determinar por ELISA indirecto, colocando las muestras por duplicado y después
incubadas, una de ellas con agentes desnaturalizantes como la urea, el cual
disocia los complejos antigeno anticuerpo de baja avidez. El resultado es el
cociente de la absorbancia de la muestra tratada entre la no tratada con urea. Un

valor bajo refleja una etapa méas temprana de infeccion. "

Western blot

Es una técnica inmunoenzimatica, basada en la unién de anticuerpos especificos
presentes en el suero de los pacientes al estar en contacto con antigenos de
Toxoplasma gondii presentes en una membrana de nitrocelulosa. Los antigenos
proteicos son separados por electroforesis en geles de poliacrilamida, después
son transferidos e inmovilizados en la membrana. Posteriormente a la reaccion
antigeno anticuerpos se le agrega un segundo anticuerpos unido a una enzima,
siendo visible la reaccion mediante un sustrato y un cromogeno, el cual revelara
las bandas en la membrana que reconocieron los anticuerpos especificos. Debido
a gue es una prueba muy sensible y especifica, se ha empelado como prueba

confirmatoria.”*
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Dot — ELISA

Es una variante del ELISA, también conocida como inmuno punto o dot blot, en el
cual se emplea una membrana de nitrocelulosa como soporte para el
acoplamiento del antigeno o el anticuerpo. Se utilizan sustratos cromogénicos que
al cambiar de color simultdneamente precipitan, dejando una marca oscura en la
membrana. Es la base de técnicas rapidas de diagnéstico de uso frecuente en la
actualidad.®®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen varias pruebas de diagndstico presuntivo de fase aguda de toxoplasmosis
que implican la identificacion de anticuerpos especificos de clase IgA o IgM por
meétodos indirectos, como el “western blot” y el ELISA. Sin embargo, los
anticuerpos del tipo IgM e IgA presentan una afinidad mas baja que la presentada
por los de tipo IgG; esto complica su identificacion a través de un método indirecto,
ya que hay competencia por la unién especifica al antigeno en muestras que
contengan esta ultima inmunoglobulina. Por lo tanto, se requiere de una prueba de
captura, que permite identificar especificamente anticuerpos IgA o IgM, eliminando
asi la IgG presente en la muestra.

Existen reportes de aumento en la sensibilidad sin afectar la especificidad, al
considerar conjuntamente los resultados de la identificacion de IgA e IgM por
separado en ensayos de aglutinacion-inmunosorbente (ISAGA) y ELISA, pero no
se ha reportado la estandarizacién y validacién de un ELISA de captura en el que
se determinen ambos anticuerpos en un mismo pozo, en muestras de suero de

adultos o de recién nacidos. "

18



JUSTIFICACION

Para dar un diagnéstico de sospecha de toxoplasmosis aguda se recomienda el
uso de dos o tres ensayos de escrutinio, puesto que se puede obtener un
resultado negativo por una prueba y uno positivo por otra, siendo la tercera, la que
confirma el diagnostico. Lo anterior es importante, ya que se disminuye el nUmero
de resultados falsos positivos, y por ende se evita dar tratamiento (que es
altamente toxico) a pacientes que no lo requieren. También se reduce el numero
de falsos negativos, con lo que se favorece el tratamiento del paciente infectado.

La determinacién de IgA e IgM en la misma muestra, por medio de ensayos
separados, aumenta la sensibilidad. Entonces, si se recomienda realizar 3
ensayos para cada isotipo, se tendrian que realizar 6 pruebas de escrutinio por
cada muestra. La identificacion de ambas inmunoglobulinas en un mismo pozo,
reduciria el costo en tiempo e insumos de cada ensayo, con un aumento en la
sensibilidad de cada método y garantizaria la identificacion de pacientes con

ambas o una sola inmunoglobulina.

HIPOTESIS

e La sensibilidad del ELISA de captura para diagnostico de toxoplasmosis
aumentara si se consideran conjuntamente los resultados de identificacion
de anticuerpos IgA e IgM anti Toxoplasma gondii, ya sea en diferentes o en

el mismo pozo

OBJETIVO

e Estandarizar y validar el ELISA de captura de anticuerpos tipo IgA e IgM

contra Toxoplasma gondii en muestras humanas de suero
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METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO

Estandarizacion y validacion de una técnica; transversal, comparativo.

ESTRATEGIA GENERAL

Fase |. Produccion de anticuerpo IgG de conejo biotinilado contra

Toxoplasma gondii

A un conejo de la raza Nueva Zelanda, se le tom6 una muestra basal, cuyo suero
serviria como control negativo. A dicho conejo se le infectdé con 30 millones de
taquizoitos de la cepa RH. El conejo se sangro, determinandose el titulo de
anticuerpos IgG por ELISA indirecto utilizando un extracto crudo de taquizoitos
como antigeno (EC). Los anticuerpos de las muestras de suero que
correspondieron a la fase aguda como a la fase crénica de la infeccion, se
purificaron por cromatografia de afinidad con sefarosa — proteina A; la cual es afin
a la porcion Fc de 1gG. Dicha IgG se acoplo con biotina, funcionando como

conjugado (Figura 5).

Fase Il. Estandarizacion del ELISA de captura de IgA o IgM

Para estandarizar el ELISA de captura se determinaron las concentraciones de
anticuerpo de captura (anti IgA y/o anti IgM humanas), las diluciones de suero, las
concentracion de antigeno y la dilucién de conjugado (IgG biotinilada), por medio
de pruebas de dilucion de anti IgA o anti IgM, por curvas de dilucion del suero y
ensayos de respuesta anti P30 del anticuerpo IgG biotinilado por ELISA indirecto
(Figuras 5-7).

El disefio del ELISA de captura de IgA y/o IgM, consistié en forrar placas de
poliestireno de alta adherencia con un anticuerpo anti IgA y/o anti IgM comercial. A
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estos anticuerpos se les unieron las inmunoglobulinas A y/o M anti Toxoplasma
gondii que se encuentren presentes en la muestra de suero. Estos ultimos
reconocieron al antigeno P30 y/o EC de T. gondii, que a su vez fue reconocido por
el conjugado de IgG anti — T. gondii de conejo marcado con biotina. Esta Ultima es
una molécula pequefia, facil de conjugarse a proteinas y que tiene como
particularidad ser extraordinariamente afin a la avidina, que conjugada a
peroxidasa, funciona como marcador permitiendo obtener una sefial mas sensible

(Figuras 5y 8)

Fase lll. Validacién de cada ELISA de captura

Para la validacion de las ELISAs de captura de IgA e IgM, se determinard la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos, valores predictivos
negativos y el indice de concordancia kappa para ambas pruebas, utilizandose al
menos 30 muestras como controles negativos y 30 como controles positivos
previamente confirmadas para cada tipo de inmunoglobulina en estudio.

Considerando a la sensibilidad y a la especificidad, como datos cualitativos, se
determinaron a través de tablas de doble entrada para su representacion
numerica. Posteriormente, para determinar un criterio de positividad o negatividad
en la prueba, se calculara el punto de corte a partir de curvas ROC, en las que se
representan tanto los diversos valores de sensibilidad como de especificidad. El
mejor punto de corte correspondera a aquel en el que se tengan los valores de

sensibilidad y especificidad optimos.
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Figura 6. Disefio de ELISA indirecto para pruebas de dilucién de anti anticuerpos por curvas
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(derecha).
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METODOS DE LABORATORIO

Obtencion de taquizoitos de Toxoplasma gondii para infeccion de

conejo

Se descongelaron los taquizoitos y se colocaron en medio RPMI con suero fetal
bovino al 9%. Se centrifugaron 7 minutos a 3,700 rpm, y se resuspendieron con
solucion de NaCl 0.15 M, amortiguada con fosfatos 0.01 M pH 7.2 (PBS). Con 300
uL de esta suspension, se infecté un ratén Balb/C via intraperitoneal, y se dej6 tres
dias para que los taquizoitos se reactivaran. Se realizé lavado de peritoneo, y se
saco el liquido peritoneal con un conteo de 90 millones de células (taquizoitos). Se
calculo el volumen que correspondiera a 30 millones y se centrifugaron a 3700

rpm durante cinco minutos, resuspendiéndose en 1 mL de PBS.

Obtencién de antigeno de Toxoplasma gondii

Los taquizoitos obtenidos del exudado peritoneal de los ratones se resuspendieron
en PBS. Se centrifugd a 1,200 rpm 5 minutos, para eliminar detritus celulares; en
caso necesario, se bajo la velocidad de centrifugacion hasta obtener un grado de
pureza de >90 % de los taquizoitos. Se resuspendié en una solucion comercial
(Sigma) que contiene una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas. En un
recipiente con hielo se sonico 3 veces a 7 hz durante periodos de 1 minuto con
descansos intermedios de 5 minutos. Dicho sonicado se centrifugd a 10,000 x g
durante 1 hora a 4° C; el sobrenadante se fraccion6 y se almacené a -70° C hasta
su uso. Se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford con el reactivo

comercial de Bio-Rad.”
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Antigeno P30 (sagl)

El antigeno P30 de Toxoplasma gondii, corresponde a una proteina recombinante

de la marca Labsistems con una concentracion de 20 mg/mL.

Obtencidn de suero de conejo infectado con Toxoplasma gondii

A un conejo de la raza Nueva Zelanda de 2.5 - 3 kg de peso y 2 — 3 meses de
edad, se le tom6 una muestra de 3 mL de la vena “marginal’ de la oreja para
obtener 1.5 mL de suero (suero pre). Posteriormente se infecté con 30 millones de
taquizoitos suspendidos en 1 mL, por via intraperitoneal. El conejo se sangré con
intervalos de 7 dias durante 4 meses. La sangre obtenida se incub6 15 minutos a
37° C para que coagulara. Se centrifugd a 2,500 rpm 5 minutos. Se determinaron
titulos de anticuerpos IgG de cada una de las fracciones de suero de conejo por
ELISA indirecto, utilizando el suero pre como control negativo. Se sangr6 al conejo
cuando los titulos fueron mayores a 1:32,000. Se identificaron las muestras y se

almacenaron a — 20° C hasta su uso.

ELISA indirecto para suero de conejo

A placas para ELISA de poliestireno (Maxisorp, NUNC), se colocaron a cada pozo
100 pL de antigeno P30 y/o EC diluido a 1 y 2 ug/mL respectivamente, en solucion
amortiguadora de carbonatos 0.015 M pH 9.6. La placa se incub6 a 4° C durante
toda la noche. Se lavé 3 veces por 5 minutos, con 200 ul de PBS con Tween 20 al
0.05% v/v (PBS-T). Posteriormente se lavd 2 veces con PBS. A cada pozo se le
adicionaron 100 uL de solucbn de albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS-T
para bloquear los sitios libres, dejando incubar 30 minutos a 37° C. Se repitieron
los lavados. Se colocaron 100 pyL en cada pozo de suero de conejo diluido 1:200
con PBS — T y se dejaron incubando 2 horas a 37° C. Se repitieron los lavados. Se
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colocaron 100 uL de conjugado anti IgG de conejo - peroxidasa diluido 1:5000 con
PBS — T y se dejé incubando 2 horas a 37° C. Se repitieron los lavados. En cada
pozo se colocaron 100 uL de la solucién de sustrato/cromégeno que contiene, por
cada 10 ml de una solucion 0.1 M de citratos: 4.5 pl de H,0O, al 30% y 4.5 mg de
o-fenilendiamina. Se incub6 hasta que los pozos correspondientes a los blancos
comenzaron a dar fondo. Se afiadieron 50uL de &cido sulfurico 1N para detener la
reaccion enziméatica. Se leyo en un lector de ELISA a una longitud de onda de 490

nm.

Purificacion de IgG de conejo contra Toxoplasma gondii

El suero obtenido del conejo infectado se pasé por una columna de sefarosa con
proteina A de Staphyloccoccus aureus, la cual tiene afinidad por la fraccion Fc de
las inmunoglobulinas que en su mayoria son IgG, quedandose adsorbida por
interacciones no covalentes. Se dej6 incubando toda la noche a 4° C. La columna
se lavo con PBS para eliminar el resto de las proteinas del suero. Se eluy6 con
solucién de glicina 0.1 M pH 2.5 para desprender la IgG de la columna. El eluido
anterior se dializé6 contra PBS para eliminar la glicina. A la IgG obtenida, se le
determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford, utilizando un
estuche comercial de Bio — rad "y se realiz6 un analisis electroforético en geles de
poliacrilamida al 11 %, de acuerdo al método de Laemmli, " para verificar su

pureza.

Obtencién de IgG marcada con biotina

La IgG de conejo se ajusté a 1 mg/mL con amortiguador de carbonatos 0.1M, pH
8.0, y se dializ6 contra la misma solucion durante toda la noche a 4° C. Se
disolvieron 3 mg de N — hidroxi - succinimido éster de biotina en un mililitro de
dimetil sulfoxido (DMSO); por cada mg de proteina se adicionaron 200 uL de la

mezcla anterior; dejandose incubar durante cuatro horas en agitacion intermitente

26



en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se dializé contra PBS, para

eliminar el exceso de biotina.

Inmunopunto o dot de ELISA

A circulos de 7 mm de membrana de nitrocelulosa en tubos de ensaye, se
acoplaron 5 uL de IgG biotinilada y se dej6é secar a temperatura ambiente por 15
minutos. Se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS-T y dos con PBS,
eliminando el sobrenadante. Los sitios libres se bloquearon con 50 uL de leche
descremada al 5% en PBS —T durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
repitieron los lavados. Las membranas se incubaron con 50 uL de conjugado
avidina — peroxidasa diluida 1:500 en PBS-T por 30 minutos a temperatura
ambiente. Se repiten lavados. Se hizo reaccionar con 100 uL sustrato de dot de
ELISA. La aparicion de un tono azuloso o negro reveld reaccién positiva,
parandose con H,O destilada.

Adsorcion de anticuerpos anti IgA y anti IgM humanas con reconocimiento

inespecifico

Se diluyd 1gG de conejo anti Toxoplasma gondii de fase cronica, a una
concentracion de 25 pg/mL en PBS y se sensibilizaron pozos de poliestireno de
alta adherencia con un volumen de 100 pL. Se dej6 incubar a 4° C toda la noche.
Se eliminod la solucion y se sec6. Se lavo 3 veces (5 minutos cada lavado) con 200
ML por pozo con PBS-T y 2 veces con PBS. A cada pozo se le adicionaron 100 pl
de solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS-T para bloquear los
sitios libres, incubandose 30 minutos a 37° C. Se repitieron los lavados con PBS-T
y PBS. Se agregaron 100 uL de anti IgA o anti IgM humana obtenidos en cabra en
PBS-T a 5 ug/mL y se incubd 2 horas a 37° C. Se lavaron los pozos con PBS-T y
PBS. EIl sobrenadante se recuperd y se utilizé en el ELISA de captura. Se lavo

con PBS-T y PBS. En cada pozo se colocaron 100 pL del conjugado de IgG anti
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cabra-peroxidasa y se dejo incubar 2 horas a 37° C. Se repiten los lavados con
PBS-T y PBS. En cada pozo se colocaron 100 pyL de solucion de
sustrato/cromégeno. Se dejé incubar hasta que los pozos correspondientes a los
blancos comenzaron a dar fondo. La reaccion enzimatica se detuvo afadiendo 50

ML de acido sulfarico 2N. Se ley6 en un lector de ELISA a una A =490 nm.

ELISA de captura anticuerpos para muestras de suero humano

Se diluyeron los anticuerpos de captura en solucién amortiguadora de boratos
0.15 M, pH 8.0, a 5 pg/mL, y se sensibilizaron los pozos de poliestireno de alta
adherencia con un volumen de 100 yL, dejandose incubar a 4° C durante toda la
noche. Se elimind la solucién, vertiendo la placa y secando el exceso sobre una
gasa. Se lavo 3 veces (5 minutos cada lavado) cada pozo con 200 uL de soluciéon
salina 0.15M amortiguada con fosfatos 0.01M, pH 7.2 (PBS), con Tween 20 al
0.05% v/v (PBS-T) y 2 veces con PBS. A cada pozo se le adicionaron 100 ul de
solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS-T para bloquear los sitios
libres, incubandose 30 minutos a 37° C. Se repitieron los lavados con PBS-T y
PBS. Se agregaron 100 pyL de suero humano a la dilucion 1:40 en PBS-T y se
incub6 2 horas a 37° C. Se lavaron los pozos con PBS-T y PBS. La mezcla
antigeno p30 y extracto crudo (EC) se disolvi6 en PBS-T 0.05% a 1 ug/mL y 2
Mg/mL respectivamente y se adicionaron 100 uL en cada pozo, dejdndose incubar
2 horas a 37° C. Se lavo con PBS-T y PBS. En cada pozo se colocaron 100 L
de de la mezcla de conjugado de IgG de conejo anti Toxo acoplado a biotina de
fase aguda y crénica disuelto en PBS-T 25 yug/mL cada una y se dejo incubar 2
horas a 37° C. Se repiten los lavados con PBS-T y PBS. La avidina peroxidasa se
diluy6 1:1000 en PBS-T y se adicionaron 100 uL en los pozos, dejando incubar 2
horas a 37° C y repitiendo los lavados. En cada pozo se colocaron 100 L de
soluciébn de sustrato/cromégeno. Se dejo incubar hasta que los pozos
correspondientes a los blancos comenzaron a dar fondo. La reaccion enzimatica
se detuvo afiadiendo 50 uL de acido sulfarico 2N. Se ley6 en un lector de ELISA a

una longitud de onda de 490 nm.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variable independiente

Grupo: infectado y control. Variable cualitativa, nominales y dicotomicas.

Variables dependientes:

Resultado del ELISA: positivo o0 negativo. Variable cualitativa, nominal vy

dicotémica.

Resultado del ELISA: absorbancia. Variable numérica continua
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RESULTADOS

Como se menciond anteriormente, el objetivo de esta tesis fue la estandarizacion
de un ELISA de captura de IgA e IgM contra Toxoplasma gondii en muestras de

suero, para el cual se llevaron a cabo varios pasos.

PRODUCCION DE ANTICUERPO IgG DE CONEJO DE TOXOPLASMA GONDII
ACOPLADO A BIOTINA

Para el disefio del ELISA de captura (figura 8), se requirio de la produccién de una
IgG acoplada a biotina, proveniente de un conejo infectado con taquizoitos de
Toxoplasma gondii. En primer lugar se determind la respuesta de anticuerpos IgG
contra el extracto crudo del parasito de las fracciones de suero del conejo el dia de
la infeccion y a diferentes tiempos posteriormente. Como se observa en la figura 9,
los anticuerpos comenzaron a elevarse a partir del dia 21 post infeccion, hasta

llegar al dia 42, a partir del cual se mantuvieron constantes.

Infeccion e
de conejo '

Absorbancia (490 nm)
=
(6]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Dias post infeccion

Figura 9. Respuesta de muestras seriadas de suero de conejo infectado contra el extracto
crudo de taquizoitos de Toxoplasma gondii, por ELISA indirecto. Extracto crudo 2 ug/ml,

dilucion de suero 1:500, conjugado anti IgG de conejo-peroxidasa 1:5000. La linea punteada

horizontal representa la tendencia de la infeccidon de fase crénica.
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Inicialmente se purificaron los anticuerpos del suero de la ultima muestra del
conejo, que corresponden al dia 140. Paralelo a esto, y considerando la respuesta
de los sueros al antigeno, se decidio utilizar también las muestras de los dias 28,
35 y 42, que contendrian anticuerpos IgG de fase aguda. Lo anterior es
importante, ya que para el ELISA de captura se utilizaria antigeno p30, que
corresponde a una proteina de la superficie del taquizoito altamente inmunogénica

y que estd asociada a la fase aguda de la infeccién.

3,

Proteinas
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Adicidon de IgG anti toxo
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Absorbancia (280 nm)
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Figura 10. Purificacion IgG anti Toxoplasma gondii a partir de suero de conejo infectado con

taquizoitos, correspondiente a la fase aguda de infeccion.

La IgG de las muestras de suero de conejo infectado de los dias 28, 35, 42 y 140
se purificé por cromatografia de afinidad en una columna de sefarosa-proteina A.
Las fracciones de proteinas colectadas fueron las que se obtuvieron en el segundo
pico (figura 10), es decir, después de la adicién de glicina y con una absorbancia
mayor a 0.05, a una longitud de onda de 280 nm. Posteriormente se cuantifico la
concentracion de proteinas por el método de Bradford y se verificd su pureza por
medio de un gel de acrilamida (figura 11), observandose una banda de 150 kDa,
que corresponde a la IgG, asi como las bandas de 50 y 25 kDa de las cadenas
pesadas y ligeras de la misma, reveladas en condiciones reductoras. Como
referencia, la banda del extremo izquierdo de aproximadamente 68 kDa

corresponde a la albumina sérica bovina.
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Figura 11. Electroforesis en gel de acrilamida-SDS al 11%, del patrén de bandas de la IgG de
conejo purificada, en condiciones reductoras y no reductoras, tefiido con azul de Coomasie.

A laizquierda se muestra el marcador de peso molecular.

Los resultados anteriores demuestran que efectivamente se logro purificar la 1gG
del suero del conejo. Se procedié a verificar la actividad de los anticuerpos de fase
aguda y fase cronica, por lo que se realiz6 un ELISA indirecto, utilizando p30 y
extracto crudo de taquizoito como antigeno, a varias diluciones de IgG. La dilucién
se determind tomando en cuenta que la concentracion aproximada en suero de la
IgG es de 10 mg/mL. En la figura 12 puede verse que hay una respuesta similar al
extracto crudo entre el suero de conejo positivo para IgG contra Toxoplasma

gondii y la IgG de fase cronica purificada.
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Figura 12. ELISA indirecto de IgG de conejo de fase cronica purificada contra extracto crudo
del taquizoito. EC 2 pg/mL, suero de conejo e IgG purificada de fase crénica 1:500,

conjugado anti IgG de conejo 1:5000.

Semejante al ensayo anterior, en la figura 13 se puede observar que la respuesta
anti p30 del suero positivo y el de la IgG de fase aguda purificada tienen un

comportamiento similar.
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0.5 -

suero pre 1gG conejo crénico Suero positivo

Figura 13. ELISA indirecto de IgG de conejo de fase aguda purificada contra el antigeno P30
de Toxoplasma gondii. P30 a 1 ug/ml, suero de conejo e IgG de fase aguda 1:500, conjugado

anti IgG de conejo-peroxidasa, 1:5000.
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Adicionalmente se llevd a cabo un ensayo para probar la respuesta de la IgG de
fase aguda al extracto crudo del taquizoito, observandose un bajo reconocimiento
(figura 14). Asi mismo, la respuesta de IgG de fase cronica al antigeno p30, se
observé mucho menor en comparacion de la IgG de fase aguda (figura 15).
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Figura 14. ELISA indirecto de IgG de conejo de fase crénica y fase aguda purificada contra el
extracto crudo del taquizoito. EC 2 ug/mL, suero de conejo en fase crénica e IgG purificada
1:500, conjugado anti IgG de conejo 1:5000.
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Figura 15. ELISA indirecto de IgG de conejo de fase crénica y aguda purificada contra el
antigeno p30. P30 1 pg/mL, suero de conejo 1:500, conjugado anti IgG de conejo 1:5000.

Posteriormente se hizo el acoplamiento de la IgG de conejo de fase aguda y
cronica a biotina, lo cual se demostr6é por medio del Dot de ELISA (figura 16).

IgG biotinilada  1gG de conejo PES

® o O O

Figura 16. Corroboracion del acoplamiento de la biotina ala IgG de conejo por Dot de ELISA.
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ESTANDARIZACION DEL ELISA DE CAPTURA DE IgA O IgM

En esta fase, para estandarizar el ELISA de captura, se realizaron varios ensayos

preliminares:

Ensayos de respuesta anti extracto crudo y anti P30 del anticuerpo IgG de

fase aguday cronica biotinilados por ELISA indirecto

Ya acoplados los anticuerpos a la biotina, se volvié a probar su respuesta con
ambos antigenos. En la figura 17, se observa que a 50 pug/mL de IgG de fase
cronica biotinilada, se obtenia buena respuesta sin utilizar una concentracion alta
de extracto crudo (2 pug/mL). Esta concentracion de biotinilado se utiliz6 para el

resto de los ensayos previos al de captura.

1,6 1 lgG biotinilada
(Mg/mL)
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0.2 ——40
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60

Concentracién de extracto crudo de taquizoito (pg/mL)

Figura 17. Respuesta del conjugado de IgG de fase crdénica acoplado a biotina a varias
concentraciones de Extracto crudo de taquizoito de Toxoplasma gondii por ELISA indirecto.
Avidina-Peroxidasa 1:4000.

Para el caso de la IgG de fase aguda, se obtuvo una buena respuesta a partir de
50 pg/mL; utilizando una concentracién de 1 ug/mL de p30, la cual ya habia sido
probada en el laboratorio para otros ensayos indirectos (Figura 18).
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Figura 18. Curva de saturacion del conjugado de IgG de fase aguda de conejo, acoplado a
biotina contra el antigeno P30 de Toxoplasma gondii por ELISA indirecto. Avidina-
Peroxidasa 1:400, P30 1 ug/mL.

Adicionalmente a los dos ensayos anteriores, se practico un ELISA indirecto para
conocer la respuesta de ambos conjugados biotinilados tanto a p30 como al
extracto crudo (EC) del taquizoito. Se vuelve a observar la gran respuesta de la
IgG cronica biotinilada al EC, sobre todo a partir de 4 pg/mL de EC, y no asi con
p30. Para el caso de la IgG de fase aguda, su respuesta a la p30 es mas discreta

y al EC casi comparable con el suero pre de conejo (figura 19).
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Figura 19. Respuesta observada de IgG biotinilada de fase aguda y crénica al antigeno p30y
extracto crudo (EC) por ELISA indirecto. Concentracién de IgG biotinilada aguda o cronica

50 pg/mL, suero pre 1:200 de conejo, Avidina-Peroxidasa 1:4000.
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Pruebas de dilucion 6ptima de los anticuerpos anti IgA o anti IgM

La siguiente fase de la estandarizacion, consistio en realizar ensayos de dilucion
de los anticuerpos de captura anti IgA o anti IgM humana obtenidos en cabra a
distintas concentraciones de suero. En la figura 20 se observa que para el caso de
la IgA, a la dilucidon de suero 1:40, junto a las concentraciones de anti IgA humana

50 7.5 ug/mL, se obtiene una mayor respuesta.
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Figura 20. Resultados del ELISA de captura de IgA total, usando varias concentraciones de

anti- IgA humanay diluciones de suero. Conjugado anti IgA humana-Peroxidasa 1:1000.
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Figura 21. Resultados del ELISA de captura de IgM total, usando varias concentraciones de

anti- IgM humanay diluciones de suero. Conjugado anti IgM humana-Peroxidasa 1:1000.
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Sin embargo, en la figura 21, se puede observar la respuesta obtenida en la
captura de IgM total, en donde no se observa una diferencia en la respuesta a
partir de la dilucion 1:20 de suero, junto con el anticuerpo de captura a una

concentracionde a5 o0 7.5 pg/mL.

Para descartar reacciones inespecificas entre los anticuerpos de captura y las
proteinas del suero, se elaboraron ensayos con el mismo disefio de los dos
anteriores, con la Unica variante de revelar al mismo tiempo con conjugados anti
IgA y anti IgM — peroxidasa, tanto para IgA como para IgM. Sin embargo, como se
aprecia en la figura 22, ambos anticuerpos de captura reaccionaban cruzadamente
con las dos inmunoglobulinas en estudio; aunque se observdé una mayor

especificidad en el sistema de captura de IgA.
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Figura 22. Respuesta inespecifica observada entre los anticuerpos anti IgA e IgM por ELISA
indirecto. Concentraciéon de anti IgA y anti IgM 1y 5 ug/ml y conjugados anti IgM y anti IgA
peroxidasa 1:1000.
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ELISA de captura preliminar

Debido a lo anterior se decidio realizar un ELISA de captura, utilizando sueros
positivos a IgA o IgM anti-Toxoplasma gondii y un suero referente negativo a
anticuerpos, utilizando como antigenos extracto crudo, antigeno p30 y una mezcla
de ambos.

En la figura 23 se ve la diferencia de absorbancia en la captura de IgA entre el
referente positivo y el referente negativo, principalmente en la combinacion en la
gue se utiliza extracto crudo (EC) y una mezcla de IgG biotinilada de fase aguda y
cronica. La desventaja del sistema, es que en el referente negativo se observa un

fondo de absorbancia muy alto.
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Figura 23. ELISA de captura de IgA anti Toxoplasma gondii, utilizando anti IgA 5 pg/ml;
suero 1:40; antigeno p30 1 pug/ml, Extracto crudo (EC) 2 ug/ml y p30 1 pg/ml + EC 2 pg/ml;
IgG biot aguda, IgG biot crénica e IgG biot aguda + crénica (relacion 1:2) 50 ug/ml y

conjugado avidita-peroxidasa 1:1000.

En el caso de la captura de IgM (figura 24), no se aprecia una clara diferencia
entre el referente positivo y el referente negativo, siendo la combinacién de EC
con IgG biotinilada de fase aguda la que presentd la mayor diferencia relativa.
Como en el caso de la captura de IgA, también se advierte un fondo muy amplio

de absorbancia.
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Figura 24. ELISA de captura de IgM anti Toxoplasma gondii, utilizando anti IgM 5 pg/ml;
suero 1:40; antigeno p30 1 pug/ml, Extracto crudo (EC) 2 ug/ml y p30 1 pug/ml + EC 2 pg/ml;
IgG biot aguda, IgG biot crénica e IgG biot aguda + crénica (relacion 1:2) 50 ug/ml y
conjugado avidita-peroxidasa 1:1000.
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Figura 25. ELISA de captura de IgA y IgM anti Toxoplasma gondii con sus respectivos
controles negativos de placa. Anti IgA o anti IgM 5 pg/ml; suero 1:40; p30 1 pg/ml + EC 2
pg/ml; IgG biot aguda + crénica (relacion 1:2) 50 pg/ml y anti IgA peroxidasa 1:1000.
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Por lo anterior, se hizo un ensayo de captura en el que se definieron varios
referentes negativos de la placa, en los que se eliminaba el antigeno o suero o IgG
biotinilada o bien todos; con la finalidad de determinar con cuales de los
componentes del sistema habia reaccion cruzada. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se considerd que posiblemente la IgG de conejo biotinilada reconoce a
los anticuerpos de captura o bien al suero humano (figura 25).

Considerando los resultados anteriores, se decidio llevar a cabo una adsorcion de
anti IgA y anti IgM para eliminar los anticuerpos que pudieran estar reconociendo
la 1IgG de conejo biotinilado y que por tal razén hubiera una absorbancia muy alta
en el referente negativo. En la figura 26 se observa la respuesta del anticuerpo de
cabra anti IgA humana que quedé en la placa, a la IgG de conejo de fase crénica

después de la primera y segunda adsorcion, la cual fue disminuyendo.
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Figura 26. Reconocimiento observado por la anti IgA humana de cabra a la IgG de conejo
cronico en la primera y segunda adsorcion, por ELISA indirecto. IgG conejo 25 pg/ml, anti

IgA humana de cabra 5 ug/ml, conjugado anti cabra-peroxidasa 1:1000.

Se determind la respuesta a los sueros de conejo y humano, de los sobrenadantes
de la 12 y 22 adsorcion, para asi verificar que los anticuerpos que reaccionaban
con el conejo se hubieran eliminado. Se percibié una disminucion en la respuesta
al suero de conejo a partir de la primera adsorcion; la respuesta al suero humano

también fue menor, pero no significativamente (figura 27).
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Figura 27. ELISA indirecto de la respuesta a suero de conejo y humano de la anti IgA
humana de cabra sin adsorber, ala 12 y 22 adsorcién. Sueros 1:100, Conjugado anti cabra-
peroxidasa 1:1000, anti IgA humana 5 pg/ml.

Del mismo modo se llevo a cabo una adsorcién de anticuerpos IgM, pero en este
caso la reaccion inespecifica de éstos al suero de conejo no cambid, por lo que se
realizo un nuevo ensayo de captura con la anti IgM adsorbida (figura 28).

conejo ®humano EmPBS
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Figura 28. ELISA indirecto de la respuesta a suero de conejo y humano de anti IgM humana
de cabra sin adsorber, ala 12y 22 adsorcion. Sueros 1:100, Conjugado anti cabra-peroxidasa
1:1000, anti IgM humana 5 pug/ml.

42



Con los anticuerpos anti IgA adsorbidos una vez, se realiz6 nuevamente un ELISA
de captura con referentes negativos y positivos (figura 29). Se puede ver una
disminucién en la absorbancia de fondo. Para el caso del referente positivo, se
nota una buena respuesta utilizando la mezcla del extracto crudo y p30 del
parasito en 1.5 o 2 ug/mL y la mezcla de IgG biotinilada de fase aguda y fase
cronica a 50 pg/mL.

0.9 1 Suero positivo Suero negativo

0.8 A Antigeno

A A
— — —  ug/m
0.7 A
0.6 A 05
0.5 4
0.4 + w1
0.3 A
0.2 1 m15
0.1 A
0 n2
10 25 50 10 25 50

IgG biotinilada aguda + IgG biotinilada crénica pg/mL

Absorbancia (490 nm)

Figura 29. ELISA de captura de IgA anti Toxoplasma gondii, utilizando anti IgA adsorbida
unavez, a 5 pg/ml; suero 1:40; Antigeno 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ug/ml (EC+ p30 relacion 1:3), IgG
biot aguda + crénica (relacion 1:2) 50 ug/ml y conjugado anti IgA peroxidasa 1:1000.

Para determinar si hay reconocimiento inespecifico de los conjugados biotinilados
de IgG de conejo a las proteinas del suero humano y a cuales, se realiz6 un
western blot, transfiriendo en membranas de nitrocelulosa, suero humano y
taquizoitos como referente positivo. Ambas se hicieron reaccionar con IgG de
conejo biotinilado crénico, agudo, IgG de conejo y conjugado anti IgG humano. Se
observa un reconocimiento claro de ambas IgG de conejo biotinilado a las

proteinas del suero humano, aunque la de fase crénica es mas fuerte (figura 30).
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Figura 30. Western blot de taquizoitos o suero humano probados con IgG biotinilada de fase
crénica (a), aguda (b), IgG de conejo sin (c) y conjugado anti IgG humana (d). IgG crénica,
aguda y sin biotinilar 100 pg/ml, avidina peroxidasa 1:1000, conjugado anti IgG de conejo
1:1000, conjugado anti igG humana 1:1000.

ELISA de captura con IgG biotinilada incubada con suero

Pensando en eliminar las reacciones inespecificas, se hizo nuevamente un ELISA
de captura de IgA e IgM, incubando previamente la IgG de conejo con suero
humano a varias diluciones por una hora a 37°C. Se utilizé un suero positivo y uno
negativo para cada inmunoglobulina, encontrandose mayor diferencia en las
muestras con IgG de conejo incubadas con suero 1:10 para IgA. En el caso de la
IgM, solamente se notd disminucion en la absorbancia, pero la reaccion de los

sueros positivos y el negativo fue similar (Figura 31).
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Figura 31. ELISA de captura de IgA e IgM anti Toxoplasma gondii, incubando la IgG de
conejo biotinilado con suero humano negativo. Anti IgA y anti IgM 5 pg/ml; muestras de
suero 1:40; p30 1 pg/ml + EC 2 pg/ml, IgG biot aguda + crénica 50 pg/ml y avidina -
peroxidasa 1:1000

De acuerdo a los resultados anteriores en los que no se logra eliminar el fondo de
reaccion para la determinaciéon de IgM, se efectu6é solamente un ELISA de captura
para IgA con varios sueros probados por ELISA indirecto y se compararon
graficamente, encontrandose una correlacion positiva, aunque relativamente baja

entre ambos métodos (Figura 32).

0,6
y =0,8123x +0,1232
0,5
r=0,5176
0,4 -

ELISA de indirecto de IgA

0 T T T T T T 1
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350
ELISA de capturade IgA

Figura 32. Correlacién entre ELISA indirecto de IgA y ELISA de captura de IgA anti
Toxoplasma gondii, incubando la IgG de conejo biotinilado con suero humano negativo. Anti
IgA, muestras de suero 1:40; p30 1 pg/ml + EC 2 pg/ml, IgG biot aguda + crénica (relacion
1:2) 50 ug/ml y avidina - peroxidasa 1:1000.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La infeccibn por Toxoplasma gondii suele ser asintomatica en individuos
inmunocompetentes. Sin embargo, en mujeres embarazadas, una primo-infeccion
puede dar lugar a la forma congénita, la cual es muchas veces grave. Durante el
embarazo es importante la confirmacién de infeccién aguda, ya que el tratamiento
a tiempo evitara la transmisién y presencia de secuelas en el bebé.'? Por tal razén,
es importante demostrar la presencia de anticuerpos de clase IgM o IgA en una
muestra sospechosa de toxoplasmosis, pues de ello puede depender el
seguimiento de un caso agudo o el descarte de uno crénico. Ademas, en el caso
de la toxoplasmosis congénita estas clases tienen valor diagndstico en el recién
nacido, pues no pasan la barrera placentaria.®> Sin embargo, la identificacién de
anticuerpos IgA e IgM anti Toxoplasma gondii por métodos indirectos suele
resultar de baja sensibilidad, ya que existe competencia por el antigeno por parte
de los anticuerpos IgG, que son de mayor afinidad y concentracién en el suero.
Por tal razdn, se requiere de un ensayo de captura que permita la identificacion de
los anticuerpos en estudio y, que a su vez, elimine las inmunoglobulinas G
presentes en la muestra. De acuerdo con esto, este trabajo se concentrd en la
estandarizacion de un ELISA de captura de IgA e IgM en muestras de suero
humanas, utilizando un conjugado de IgG de un conejo infectado
experimentalmente acoplado a biotina. Aunado a lo anterior, se considero la
determinacién simultdnea de ambos anticuerpos en un mismo pozo, ya que se ha
reportado un aumento en la sensibilidad, ademas de reducir el tiempo y costo en
los ensayos.”® Por tal motivo se inicié estandarizando los métodos de captura por
separado, ya que los resultados servirian de referencia para el método simultaneo.
En los resultados previos a la estandarizacion del ELISA de captura tanto para IgA
como para IgM, se reiteré la importancia de obtener anticuerpos anti p30 de
Toxoplasma gondii, ya que esta proteina se expresa en el taquizoito durante la
fase aguda de la infeccidén, y en la cual se producen ambos anticuerpos. La
respuesta anti p30, solo se observo en los anticuerpos IgG obtenidos en la fase

aguda de la infeccion del conejo, ya que aquellos producidos durante la fase
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cronica solo reconocieron al extracto crudo del taquizoito en donde predominan
otros antigenos.

Originalmente se considerd estandarizar un ELISA de captura que determinara
simultaneamente IgA e IgM, pero se decidid no llevarlo a cabo debido a los
resultados en los ensayos de dilucion Optima de los anticuerpos de captura anti
IgA y anti IgM, que presentaban un reconocimiento cruzado entre las dos
inmunoglobulinas.

En los ensayos preliminares del ELISA de captura de IgA e IgM, se obtuvo un
fondo de reaccion muy alto en el suero referente negativo, aunque para el de IgA
fue menor. Pero al analizar los negativos en los que se eliminaban uno o dos
componentes del ELISA de captura (ya sea suero, IgG biotinilada o antigeno), se
observé que la IgG del conejo biotinilada presentaba reaccion cruzada tanto con el
suero humano como con los anticuerpos de captura anti IgA y anti IgM; aunque el
sistema del IgA fue mas especifico.

Inicialmente se eliminaron las proteinas de los anticuerpos de captura anti IgA y
anti IgM, reconocidas por la IgG de conejo biotinilada, adsorbiéndolas en placas
forradas con IgG de conejo, disminuyendo asi el fondo de reaccion; aunque los
controles negativos de la placa siguieron presentando fondos altos.
Posteriormente mediante western blot, se encontré que la IgG del conejo anti
Toxoplasma gondii, tanto de la fase aguda como de la cronica, reconocia una
proteina de aproximadamente 150 kD del suero humano que corresponde a la
inmunoglobulina G. Esto ultimo nos hace pensar que puede haber proteinas
expresadas en el taquizoito que simulen a las del humano y que pudieran
funcionar como parte de un proceso de evasion inmunoldgica del mismo parasito.
Para eliminar este reconocimiento inespecifico, se utilizé la 1gG biotinilada
incubada con suero humano negativo. En el caso de la IgM, no hubo diferencia en
la absorbancia entre el positivo y el negativo, por lo que no se volvié a probar el
meétodo para esta inmunoglobulina. La razon del resultado anterior se puede deber
a la interferencia del factor reumatoide (FR) que pueda estar presente en el suero
del paciente. Es importante recordar que el FR se compone de una serie de

autoanticuerpos (de la clase IgM) que generalmente reaccionan inespecificamente
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con distintos epitopos de las moléculas de IgG, por lo que se considera el
responsable fundamental de la presencia de falsos positivos.?! En este caso el uso
de anticuerpos policlonales, como el de conejo, impide establecer un método de
captura de IgM, ya que presenta reaccion contra las proteinas del suero humano y
a las del mismo anticuerpo de captura y no nos permite eliminar la interferencia del
FR; por lo que se considera més viable el uso de anticuerpos monoclonales, pues
se pueden escoger algunos que no presenten reaccion cruzada hacia el resto de
los componentes del ensayo.

Para el caso de la IgA, se observo una diferencia mayor entre el suero positivo y el
negativo. Por lo tanto, y considerando que soOlo se habia probado un suero
referente positivo y uno negativo, se utilizaron varios sueros previamente probados
por ELISA indirecto de IgA, y se relacionaron al resultado del de captura,
encontrandose una correlacion positiva, aunque relativamente baja. Esto se puede
deber a que en el método indirecto no se elimina la IgG de la muestra, por lo que
hay mayor competencia por el antigeno, presentandose falsos negativos; al
mismo tiempo, el ensayo indirecto es mas sensible que el de captura, por lo que
en los casos negativos a IgG u otras clases se detectan valores mas altos
Desafortunadamente no se cuenta con un panel suficiente de muestras positivas
confirmadas para IgA, por lo que no fue posible determinar la sensibilidad y

especificidad del método, lo cual amerita un mayor analisis.

CONCLUSIONES

e Larespuesta al antigeno p30 o al extracto crudo del taquizoito es un criterio
para establecer la fase de infeccion por Toxoplasma gondii.

e El anticuerpo policlonal del conejo biotinilado no funciona para el método de
captura de IgM.

e EIl uso de anticuerpos monoclonales es recomendable en ensayos de
captura de IgM.

e EIl objetivo se cumplié parcialmente, ya que se estandarizé el ELISA de
captura de IgA, obteniendo una correlacién positiva con el método indirecto.
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PERSPECTIVAS

Los métodos de captura de anticuerpos IgM e IgA son usados ampliamente para
descartar la fase aguda de la infeccion por Toxoplasma gondii. La idea de
buscarlos en el mismo pozo sigue siendo un objetivo del laboratorio donde se llevo
a cabo el proyecto presente. Sin embargo, las reacciones cruzadas de la IgG de
un conejo infectado con las propias inmunoglobulinas del hospedero dificultaron el
terminar con un doble ensayo. Los anticuerpos monoclonales contra la p30 serian
la fuente mas adecuada para el conjugado que revela la presencia del parasito en
el ensayo.

Por otro lado, es muy importante que los anticuerpos de captura tengan una alta
especificidad por la clase homologa, y no den reacciones cruzadas con otras,
especialmente con IgG. Por ello, deben usarse productos comerciales probados

con otras clases o bien producir anticuerpos monoclonales.
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APENDICE

1. Solucion amortiguadora de carbonatos, pH 9.6

Pesar 3.18 g de carbonato de sodio (NapCO3) mas 5.86 g de bicarbonato de
sodio (NaHCO3). Disolver los carbonatos en 800 mL de agua bidestilada. Ajustar a

pH 9.6. Aforar a 1000 mL y mantener a 4°C.

2. Solucidn salina de fosfatos (NaCl 0.15M, fosfatos 0.01M, pH 7.2 [PBS])

Medir 800 mL de agua destilada. Agregar 100 mL de *PB 10X y 8.75 g de NaCl.
Disolver las sales y ajustar el pH a 7.2. Aforar a 1000 mL con agua destilada.
Guardar a 4° C.

* PB 10X. 2.62 g de NaHpHPO4.H2O (fosfato de sodio monobasico mono-
hidratado) + 11.5 g de NapHPO4 (fosfato de sodio dibasico anhidro). Disolver en

200 mL de agua bidestilada (calentar hasta disolver los cristales) y aforar a 1000

mL con agua bidestilada.

3. Amortiguador de lavado (PBS-tween 20, 0.05%)
A un litro de PBS pH 7.2 (sol. 2) afiadir 500 pL de Tween 20. Guardar a 4°C.

4. Solucion de bloqueo Il (albamina sérica bovina al 1% en PBS-tween20)

Pesar 1 g de Albumina sérica bovina (BSA) y aforar a 100 mL de PBS-Tween (3).

5. Solucion de cromégeno/sustrato (ELISA) para peroxidasa
Pesar 4 mg de orto-fenilendiamina (OPD). Afadir 5 mL de &cido citrico 0.1IM y 5
mL de citrato de sodio 0.1 M. Adicionar 4 pL de HoO2 al 30%.

Nota: La solucion se prepara inmediatamente antes de usarla y se mantiene en la

oscuridad antes y durante su uso.
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6. Solucion acido sulfarico 2N
Tomar 98.08 mL de acido sulfarico (H.SO,4). Afadir cuidadosamente a 850 mL de
agua bidestilada. Aforar a 1000 mL.

7. Solucion cromoégeno/sustrato (dot-ELISA e inmunoelectro-transferencia)
Pesar 25 mg de 4-cloro-1-naftol. Afiadir 5 mL de metanol absoluto y 25 mL de
PBS. Agregar 25 L de perdxido de hidrégeno al 30%.

Nota: esta solucion se prepara inmediatamente antes de usarla.

8. Acrilamida 30%-bis-acrilamida 0.8%.

Pesar 29.2 g de acrilamida* (99.9% pureza) mas 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 &mbar a 4° C.

Nota: manejar con cuidado este reactivo porque es neurotoxico.

9. Amortiguador del gel separador: Tris-Base 2M, pH 8.8

Disolver 18.15 g de Tris-base (Hidroximetil aminometano o Trizma-base) en 50 mL
de agua bidestilada. Ajustar el pH con HCI 6N hasta un pH de 8.8. Aforar a 100 mL
con agua bidestilada. Guardar a 4°C.

10. Lauril sulfato de sodio (dodecil 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 del gel concentrador: Tris-HCI 2M pH 6.8

Pesar 30 g de Tris-base en 30 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH con HCI 10N
hasta un pH de 6.8. Aforar a 100 mL con agua bidestilada. Guardar a 4° C.
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13. Amortiguador tris-glicina (para electroforesis)*

Medir 200 mL de Tris-glicina 5X*. Aforar a 1000 mL con agua bidestilada. Guardar
a 4°C.

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

14. Amortiguador de muestra
Medir 5 mL de SDS 10%. Anadir 37 mg de EDTA, 5 mL de glicerol, 1.25 mL de
Tris-HCI 2M pH 6.8 y unos granitos de azul de bromofenol o pironina. Aforar a 50

mL con agua bidestilada. Dividir en fracciones de 1 mL y congelar.

15. Azul de Coomassie 0.06% (para la tincion de geles)

Pesar 500 mg de azul de Coomassie R-250. Afiadir 150 mL de metanol al 30% y
50 mL de acido acético glacial al 10%. Aforar a 500 mL con agua bidestilada.
Guardar en frasco color ambar. Mantener a temperatura ambiente.

Nota: ésta solucién debe dejarse madurar una semana Yy filtrarse a través de papel
Whatman No. 1 antes de usarse. Todas las veces que se desee.

16. Decolorante 1 para el gel (metanol-acético-agua)
Medir 500 mL de metanol absoluto. Afiadir 100 mL de &cido acético glacial. Aforar
a 1000 mL con agua bidestilada. Mantener en frasco color ambar a temperatura

ambiente.

17. 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. Afadir 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. EI metanol debe ser de grado analitico, de lo contrario
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contiene contaminantes metélicos que interfieren con las laminas de los
electrodos. Este amortiguador se puede usar 3 veces, después de cada uso se
filtra con papel Whatman 1.

18. Solucién de boratos, 0.15 M pH 8.0

Disolver 6.18 g de acido bdrico, 9.54 g de tetraborato de sodio y 4.38 g de cloruro
de sodio en 800 mL de agua bidestilada. Ajustar
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