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RESUMEN

Se describe la estandarizacion de un inmunoensayo (ELISA) para la detecciéon de
IgG contra Toxoplasma gondii en ratones. Esta prueba tiene interés como
herramienta en el estudio de cepas y en el diagnostico de la toxoplasmosis en
muestras de origen humano. Se determinaron las mejores condiciones para la
realizacion de la prueba (diferentes agentes bloqueadores, diferentes
concentraciones de antigeno y concentracion optima de conjugado). No hubo
diferencias significativas en cuanto a la funcion de los agentes bloqueadores por lo
gue se decidio trabajar con tampdn de recubrimiento (buffer coating) con albumina
bovina al 1%. El valor 6ptimo de concentracion de antigeno fue de 20ug/ml y para
el conjugado la dilucion éptima fue de 1:30.000. El punto de corte fue estimado
como el promedio de los sueros negativos + 2 desviaciones estandar (0,135).
Todos los sueros negativos presentaron valores de absorbancia a 410 nm
menores al punto de corte. No se encontraron diferencias en la deteccion de
anticuerpos contra diferentes cepas de T.gondii. Los resultados muestran que la
prueba ELISA es altamente sensible y especifica y es de gran utilidad para la

optimizacion de los procedimientos que se realizan en animales de laboratorio.



1 INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una infeccion producida por un pardsito protozoario
intracelular obligado denominado Toxoplasma gondii, el cual infecta al hombre y a
la mayoria de animales de sangre caliente, tanto domésticos como salvajes. Este
microorganismo fue descubierto en células mononucleares de bazo e higado en
un roedor del norte de Africa (Ctenodactylus gondii) por Nicolle y Manceaux en
19081

Los resultados de varios estudios de seroprevalencia le han adjudicado a T. gondii
gran importancia por su frecuencia convirtiendolo en un problema de salud publica
importante, por ello es importante el esclarecimiento de su ciclo evolutivo, su
epidemiologia y de su inmunologia. Los valores seroldgicos positivos hallados
hasta el momento, demuestran que aproximadamente la mitad de la poblacion
mundial en algin momento de su vida ha sido infectada por este protozoo?. En
humanos sanos la infeccion por Toxoplasma generalmente no produce
sintomatologia e induce una inmunidad protectora perdurable contra la
reactivacion; sin embargo, puede ser una seria enfermedad cuando se adquiere
transplacentariamente (toxoplasmosis congénita) o cuando se da reactivacion en

pacientes inmunocomprometidos, especialmente aquellos que padecen VIH3.

En la actualidad se disponen de muchas técnicas para realizar un diagnostico de
la toxoplasmosis, sin embargo estas presentan limitaciones en el momento de
diferenciar una infeccion toxoplasmica primaria de una infeccion crénica. El
diagnostico serolégico de la primoinfeccion se ha basado tradicionalmente en la
demostracién de IgG e IgM especifica anti-toxoplasma. En el caso de la IgG es
realmente dificil poner de manifiesto esta situacion debido a la rapida aparicion de
estos anticuerpos y al caracter asintomatico de la mayoria de las infecciones

toxoplasmicas primarias. En el caso de la IgM se presentan problemas de



especificidad (falsos positivos), debido a IgM nativas en un 0,1 % o al encontrarse
presente no solo en las primeras semanas de la infeccion, si no que también hasta
en un 5% de los pacientes esta inmunoglobulina tiene la tendencia a persistir por

largos periodos de tiempo (meses e incluso afios) 4.

Respecto a la produccién de inmunoglobulinas en animales EISEM et al en 1964 °
realizaron estudios sobre la maduracién de los anticuerpos tipo IgG y reportan que
en los primeros meses de una infeccion el hospedero responde con la produccion
de anticuerpos de baja afinidad funcional. Esta afinidad tiene un incremento

directamente proporcional al tempo de la infeccion.

El beneficio al estandarizar la técnica ELISA IgG en ratdn es determinar si se ha
logrado una inoculacion exitosa de Toxoplasma gondii en el animal, permitiendo
asi evidenciar la produccion de IgG cuando se inoculan en el raton cepas
potencialmente crénicas a dosis muy bajas y que tienden a no producir
sintomatologia; tal es el caso de aquellas a partir de muestras humanas como
liguido cefalorraquideo o placenta y de tejidos de animales como cerebro y

corazon de gatos, aves y otros animales silvestres.

2 ESTADO GENERAL DEL TEMA

2.1 Antecedentes

El parasito Toxoplasma gondii fue descubierto en 1908 por Nicolle y Manceaux, en
el roedor africano Ctenodactylus gundi, usado en el Instituto Pasteur de Tunez en
investigaciones sobre Leishmaniasis, esto fue poco antes de que Splendore
informara el hallazgo del mismo en un conejo de laboratorio ante la Sociedad

Cientifica de Sao Paulo Brasil ©.



La existencia de la toxoplasmosis humana se determiné cuando en 1939, Wolf,
Cowen y Page identificaron a T. gondii en un recién nacido y desde entonces, se
aceptdé la idea de la transmision congénita de la enfermedad. En 1942 estos
mismos autores llamaron la atencién hacia la posibilidad de que la enfermedad
causara una interrupcion en el embarazo al conocer antecedentes de abortos en

enfermas que habian tenido hijos con toxoplasmosis congénita’.

Hutchinson en 1965, descubre que las heces de felinos producen toxoplasmosis
en animales de laboratorio. Cuatro afios después, Siim y Col (1969) encuentran en
heces de gatos infectados con ooquistes que a los dos o tres dias originan dos

esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno.

Frenkel et al en 1970, lograron establecer su verdadera forma de transmision en
la naturaleza, al encontrar que el parasito era indistinguible de Isospora del gato,
se localiza en el tracto digestivo de los félidos y sus formas infectantes son
excretadas en las heces de estos animales. Asi se establecié que los parasitos

correspondian a un mismo género y especie®.

Wallace (1973) y Dubey (1976) indican que menos del 50% de los gatos eliminan
ooquistes después de la ingestion de esporozoitos 0 taquizoitos, mientras que

todos eliminan ooquistes luego de la ingestidon de bradizoitos.

Dubey y Frenkel en 1976 y 1977, observan que cuando los gatos ingieren
cualquiera de los tres estados infectantes van a eliminar ooquistes, después de
diferentes periodos de prepatencia para cada uno de ellos: 3 — 5 dias después de
la ingestion de quistes, 5 — 10 dias después de la de seudoquistes y 20 o mas dias

después de la de ooquistes.



2.2 Toxoplasma y Toxoplasmosis

2.2.1 Taxonomia

El nombre del género es derivado de la palabra toxon, que significa en griego arco
y hace referencia a la forma de medialuna que presenta el taquizoito. EI nombre
de la especie se deriva del roedor Ctenodactylus gondii a partir del cual T. gondii
fue aislado por primera vez. Toxoplasma gondii pertenece al phylum
Apicomplexa, clase Sporozoa y subclase Coccidia. Miembros en el mismo orden
de T. gondii incluyen Isospora, Eimeria, Neospora y Sarcocystis. T.gondii es la

Unica especie en el genero Toxoplasma®.

2.2.2 Ciclo de vida

T.gondii es un parasito intracelular obligado que tiene un complejo ciclo que
incluye estadios de fase de vida tanto sexual como asexual, cada uno con
diferentes formas (Grafica 1). La principal forma por la cual es transmitida es el
quiste tisular (que contiene los bradizoitos) y el ooquiste (que contiene los
esporozoitos)®. La potencial importancia de la ingestion de alimentos y agua
contaminadas que contienen ooquistes es una importante ruta de infeccion en

humanos, lo cual fue confirmado por Wong y Remington, 1993 0.

La infeccién se da principalmente via oral por la ingestién de carne cruda o no
cocinada suficientemente que contiene quistes tisulares y a través del agua o
cualquier otro tipo de alimento contaminados con ooquistes. Seguida de la
ingestion, las paredes externas de los quistes u ooquistes de desintegran a causa
de la degradacion enziméatica, y se inicia la fase infectiva al ser liberados los

bradizoitos y esporozoitos dentro del lumen intestinal. Estos invaden y se



multiplican rapidamente en las células circundantes, donde se convierten en
taquizoitos. Luego se da la distribucion de los taquizoitos de T. gondii por el
rompimiento de las células infectadas, seguida por la invasion de células vecinas,
las cuales viajan por via sanguinea y linfatica. Ocurrido esto se da la amplia
diseminacion del parésito y T. gondii invade virtualmente todas las células y tejidos

del cuerpo.

El gato es el hospedero definitivo en cuyo intestino se da el ciclo sexual. Este
ingiere tejidos con formas quisticas, los que luego de su ruptura liberan
bradizoitos. Estos inician la invasion celular y se diferencian en gametos
masculinos y femeninos dentro de los enterocitos felinos, alli se da la fusion de los
macro y microgametos lo que resulta en la formacion del cigoto. Alrededor del
cigoto se forma una pared protectora y a partir de este momento recibe el nombre
de ooquiste, el cual es secretado al ambiente en las heces. En otros tejidos del
gato y otros animales la proteccion inmune esta asociada con el cese de la

replicacion e invasion del taquizoito y la formacién de quistes tisulares®.

Otras vias de infeccion en humanos se han dado por transfusiones sanguineas,

transplante de 6rganos y accidentes en el laboratorio.
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (tomado de Dubey JP, 1986.)

Ooquistes

Los ooquistes esporulados presentan forma ovoidea y miden aproximadamente
10x12 um, seguida por la excrecion al ambiente. Los ooquistes no son infecciosos
hasta que ocurre la esporulacion, la cual se da entre 1-5 dias dependiendo de la
aireacion y la temperatura. La esporulacién presenta tres divisiones celulares que
resultan en ocho esporozoitos infectivos. La viabilidad de los ooquistes es mayor
con niveles altos de humedad, asi en superficies humedas pueden permanecer
viables hasta por 18 meses. Cuando son ingeridos, los ooquistes se rompen a

causa de las enzimas digestivas del hospedero y los esporozoitos son liberados



en el intestino. Dubey et al. reportaron que el tiempo de la liberacion de los
ooquistes en gatos es de 3-5 dias luego de la ingestion experimental de carne
contaminada con quistes tisulares y de 20-34 dias luego de la ingestion directa de
ooquistes. Los ooquistes son liberados por 1-2 semanas en un nimero de hasta
10 millones por dia.

La importancia de la comida y el agua contaminadas con ooquistes como
substancial ruta de infeccibn en humanos, fue confirmada también por Kasper y
Ware, quienes demostraron la presencia de anticuerpos estadio-especificos contra
antigenos de ooquistes y esporozoitos en sueros de pacientes infectados y en
etapa aguda en una infeccion asociada con agua. Esta forma de infeccion se da

también por la ingestion de vegetales contaminados con ooquistes.

Taquizoitos

Esta forma asexual es el estadio invasivo de T. gondii y mide aproximadamente
7x3 um. Aunque son células eucaridticas con aparato de Golgi, ribosomas y
mitocondrias, necesitan de un habitat intracelular para sobrevivir y multiplicarse.
Pueden infectar células fagociticas y no fagociticas y células nucleadas. Su
multiplicacion se da endocelularmente por endodiogénia, un proceso durante el

cual dos células hijas se forman dentro de una célula madre.

Ultraestructuralmente (Grafica 2) los taquizoitos estan cubiertos por tres unidades
membranales, las cuales forman una pelicula. La membrana exterior es continua,
mientras que las dos internas son estrechamente opuestas, discontinuas y
terminan en los bordes tanto anterior como posterior en estructuras conocidas
como anillos polares. El citoesqueleto esta compuesto de 22 microtubulos que

estiran el anillo polar anterior a lo largo de todo el parasito. En el extremo anterior



se encuentra el conoide, esta estructura se proyecta durante la entrada del
parasito a la célula hospedera®. Las roptrias son aproximadamente ocho organelos
excretorios como sacos alargados de 2,5 um que van por el interior dentro del
conoide con salida al exterior. Los ductos alargados de las roptrias desembocan
en la superficie del taquizoito %2, Estos organelos pueden excretar productos con
actividad litica que facilitan y estan asociadas a la invasion. Estas sustancias
pueden causar vacuolizacién puntual y desintegracion de la membrana celular.
Diez proteinas de las roptrias de T. gondii se han identificado, donde se destacan
la proteina ROP1 de 61 kDa previamente conocida como factor facilitador de
penetracion o “penetration enhancing factor” (PEF) con actividad litica contra la
membrana celular de la célula hospedera, activa a pH 7,6 y a temperatura 37 °C 13
14y ROP2 de 54 kDa la cual esta asociada con la vacuola parasitofora (VP). La
liberacion del contenido de las roptrias puede ser coadyuvada por una fosfolipasa

Ca** - dependiente® 1,

Los micronemas son organelos situados cerca de las roptrias y se cree que tienen
igual funcion secretoria®. Los micronemas son pequefios organelos apicales
encontrados en los estados invasivos de los Apicomplexa y se cree que juegan un
papel importante en la exocitosis de su contenido durante la invasion'’. Tres
proteinas diferentes han sido descritas en el micronema de T. gondii: MIC1 de 60
kDa, MIC2 de 120 kDa y MIC3 de 90 kDa 18.

Los granulos densos son organelos distribuidos a lo largo del citoplasma del
taquizoito. Su contenido es liberado dentro de la red reticular de la vacuola
parasitofora y se ha demostrado que se localizan en la membrana de la misma.
Las proteinas de los granulos densos también son liberadas al medio externo
como antigeno excretorio/secretorio o ESA (Tabla 1) 120, Los ESA son antigenos

gue se han encontrado en cultivos celulares infectados con T. gondii. Estas

10



proteinas son altamente inmunogénicas y estan implicadas tanto en la generacion

de anticuerpos como en la respuesta celular®.
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Figura 2. Taquizoito de Toxoplasma gondii
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Tabla 1. Proteinas asociadas a los principales organelos de T. gondii

Expresion en | Expresion en | Expresion en
Proteinas Gen Tamafio kDa | el taquizoito el bradizoito | el esporozoito

P22 SAG2 19.0 + - ?

P23 ---- + ? ?

P30 SAG1 32.9 + - -

P35 SRS3 36.2 + ? ?

P43 SAG3 41.8 + + ?
SRS1 SRS1 44.2 + - ?
SRS2 SRS2 39.5 + ? ?

P36 BSR4 42.3 - + ?

P18 SAG4 18.5 - + 2
SRS4 SRS4 ? ? 2
SAG5 SAG5 39.1 ? ? ?

Tomado de Boothroyd et al.1998

Bradizoitos

Los bradizoitos dentro del quiste tisular son la principal forma del organismo que
persiste en la infeccion cronica. EI mecanismo envuelto en la transformacion del

taquizoito hacia bradizoito es aun desconocido®.

Los bradizoitos expresan antigenos estadioespecificos pero no expresan niveles
detectables de las proteinas mayores de superficie del taquizoito p22 y p30, por lo
gue se ha planteado la clonacion de genes que expresan para antigenos
especificos del bradizoito. Estos antigenos son objeto de estudio intensivo debido
a que son posibles candidatos vacunales. A diferencia de los taquizoitos, los
bradizoitos contienen vacuolas citoplasmaticas y son relativamente resistentes al
acido hidrocldérico, la pepsina y a la tripsina. Esta resistencia les confiere la
habilidad de resistir el proceso digestivo a pesar de la inmediata ruptura del quiste

por la accién de estas enzimas®.
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Quistes tisulares

El control de T. gondii en animales infectados esta asociado con el cese de la
replicacion e invasion del taquizoito y la formacion de quistes tisulares. Estos
quistes varian considerablemente en tamafio, 10-100 pm aproximadamente,
pueden contener varios miles de bradizoitos y probablemente persisten en los

tejidos del hospedero durante toda su vida.

Existe evidencia de que los bradizoitos pueden escapar sin que se complete la
ruptura del quiste. Estos bradizoitos pueden proceder a invadir células vecinas y
por esta razon se forman los quistes hijos comunmente observados en ratones

con infeccion cronical®.

La membrana externa del quiste tisular es derivada de componentes de la célula
hospedera y del parasito. Los quistes tisulares pueden ser detectados a partir de 6
a 12 dias postinfeccion en animales de laboratorio y por lo general su
demostracion es facil en el miocardio, el musculo estriado y el sistema nervioso
central (SNC).

Freyre et al.l® sugirieron que los quistes en el cerebro residen solamente
intracelularmente y que su ruptura intermitente es un evento raro en ratones
inmunocompetentes y no son afectados por el envejecimiento del hospedero o la

duracion de la postinfeccion.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA: Importancia de la Toxoplasmosis

La importancia de este parasito en Colombia de acuerdo con el Estudio Nacional
de Salud realizado en 1982, muestra que el 47% de la poblacién posee
anticuerpos contra Toxoplasma y que la prevalencia aumenta con la edad. Por lo
comun su adquisicion pasa inadvertida para el individuo con adecuado estado
inmunitario. Se puede apreciar por las estimaciones basadas en los estudios sobre
frecuencia de adquisicion durante el embarazo, que cada afio por lo menos entre 2

a 12 por cada mil nacidos vivos tendrian toxoplasmosis congénita en Colombia??.

En el Departamento del Quindio se estudiaron 937 mujeres embarazadas entre
noviembre de 1991 y junio de 1992. Se encontraron 15 casos positivos por
ISAGA-IgM. La estimacion de nuevos casos para el total de embarazadas en el
Quindio (aproximadamente 8.000) fue de 30 a 120 de acuerdo con el resultado de

ISAGA-IgM y de 57 a 85 usando un modelo matematico??.

En Colombia, la prevalencia de anticuerpos anti-toxoplasmicos en gatos
domésticos es de 62%. En el Quindio, Loango y Sierra en 1995, determinaron una
prevalencia de anticuerpos IgG anti-toxoplasma en 89,3% de los gatos y en las
heces se evidencio presencia de ooquistes esporulados compatibles con coccidias
(Isospora o0 Toxoplasma) en el 66,6% de los gatos analizados.
Desafortunadamente no se pudo confirmar si se trataban de ooquistes de T. gondii
por que no hubo medicién de los quistes ni bioensayos. Es de resaltar que el
53,4% de las personas estudiadas manifestaron contacto estrecho con los gatos y
se encontr6 una seroprevalencia de 78,2% en estas personas. Estos hallazgos
sumados a la tasa de toxoplasmosis congénita en la ciudad de Armenia

evidencian una elevada circulacion del parasito en la ciudad?3.
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2.4 METODOS DIAGNOSTICOS

Hasta la aparicion de las técnicas de biologia molecular, el diagnéstico etiolégico
de la toxoplasmosis se baso, casi exclusivamente, en la deteccién de anticuerpos
especificos en suero, reservandose las técnicas de inoculacion al raton y el cultivo
celular para las infecciones graves o potencialmente peligrosas, como la infeccion

aguda en la embarazada, la toxoplasmosis cerebral y la infeccién congénita*.

2.4.1 Isotipos de anticuerpos especificos durante la infeccion
Anticuerpos IgG

La presencia de anticuerpos IgG implica que ha habido contacto entre el paciente
y el parasito en algdn momento de la vida. La infeccion aguda o relativamente
reciente suele acompafarse con titulos elevados, pero en modo alguno se trata de
un criterio diagnaostico definitivo. Si existe la evidencia de una seroconversion o de
un aumento significativo del titulo de IgG entre dos muestras separadas 3-4
semanas, es diagndstica de infeccion reciente. En las embarazadas y en los
pacientes con inmunodeficiencia grave, el principal valor de las IgG consiste en la

discriminacion de individuos seronegativos?4.

Anticuerpos IgM

Clasicamente, su deteccion fue considerada como el marcador de la fase aguda
de la enfermedad. La evidencia de que los titulos de IgM anti-Toxoplasma pueden
permanecer detectables durante muchos meses, o incluso afios, después de

producida la infeccion primaria ha cambiado sustancialmente este concepto. En
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este sentido, el principal valor de las IgM radica en que su ausencia practicamente
descarta la infeccion reciente. La presencia de IgM, por el contrario, implica la
necesidad de proseguir el estudio de un paciente determinado?*. La IgM se hace

positiva entre una y dos semanas luego de ocurrida la infeccion.

Anticuerpos IgA

Considerado también como un marcador de fase aguda, se ha comprobado que, si
bien al igual que la IgM puede también permanecer positivo varios meses después
de la primoinfeccion, el porcentaje de IgA residuales es mucho menor que el de
las IgM 2. La aparicion de la IgA en respuesta a la infeccion usualmente es entre
la primera y segunda semana del comienzo de la infeccion, su pico maximo y vida

media son parecidos a la IgM 4.

Anticuerpos IgE

Algunos estudios iniciales sugieren que las IgE anti-Toxoplasma aparecen pronto,
al inicio de la enfermedad?4, siendo el tiempo de apariciéon de la IgE igual al de la
IgA. Al parecer la vida media de las IgE es mas corta por lo que desaparecen mas
rapidamente que los anticuerpos de las clases IgM e IgA, pero permanecen
positivas hasta las cuatro semanas posteriores a la infeccién, por lo cual puede ser

util en el diagnaostico de infeccion aguda.
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2.4.2 METODOS DE MEDICION DE ANTICUERPOS
2.4.2.1 Inmunoflorescencia Indirecta IFlI

Esta técnica es muy competente y tiene una alta sensibilidad, ademéas de ser muy
rapida para detectar e identificar anticuerpos tipo IgG. Este método permite
visualizar la fase de la reacciébn antigeno anticuerpo. La inmunoflorescencia
indirecta tiene dos pasos: en el primero es necesario incubar el antigeno en
substrato con anticuerpo contra el mismo y en el segundo se utiliza un anticuerpo
secundario anti-lgG marcado con fluoresceina el cual reaccionara con los
anticuerpos presentes en el suero que se adhieren al parasito. Se realizan
diluciones seriadas del suero a partir de 1:2 y se consideran sugestivos de una

infeccion reciente titulos positivos iguales o mayores de 1:1024 4.

2.4.2.2 Pruebade Sabin y Feldman (1948)

Denominada también prueba de colorante Dye-Test o test de lisis. Consiste en
una reaccion citoplasmatica en la que los anticuerpos de un suero en estudio, en
presencia de un factor accesorio, ejercen un efecto citotoxico sobre los parasitos.
El efecto se demuestra con la adicion de un colorante vital como lo es el azul de
metileno alcalino. Los parasitos no modificados no se muestran tefiidos o
coloreados, mientras que los modificados adoptan una forma redondeada y se
tifen intensamente. Este procedimiento es muy sensible y puede detectar
anticuerpos especificos. La prueba resulta positiva desde las fases iniciales de la
infeccibn y permanecen positivas durante toda la vida, lo cual favorece la
deteccion de fases agudas. Pese a ser la prueba patron tiene algunas
complicaciones como la utilizacion de Toxoplasma vivo y la exigencia de un factor

complementario (properdin + Mg) de dificil adquisicion®’.
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2.4.2.3 Aglutinacién Diferencial (Ac/Hs)

La técnica de Ac/Hs compara los titulos obtenidos con taquizoitos fijados en
formalina (antigeno Hs) con aquellos fijados en acetona o metanol (antigeno Ac).
La preparaciéon Ac contiene antigenos estadioespecificos del ciclo vital del parasito
gue son reconocidos por anticuerpos IgG en la fase precoz de la infeccién. Esta
prueba ha demostrado ser muy util en la diferenciacién de las infecciones agudas
y cronicas. Este método es utilizado solo para adultos cuyos sueros contienen
tanto IgM como IgG y en quienes es necesario definir si existe una infeccién

reciente?.

2.4.2.4 Técnicainmunoenzimatica ELISA

La técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay) se basa en la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase solida mediante anticuerpos
gue directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido espectrofotométricamente. Este principio tiene
muchas de las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple
en su realizacion, emplea reactivos econdmicos y consigue, mediante el uso de la

fase sélida, de una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre.
Ademas se han propuesto y desarrollado diferentes métodos de amplificacion de
la sefal (luminiscentes, cascadas enzimaticas) que han permitido elevar la

sensibilidad de algunos ELISA a la obtenida en el RIA (radioinmunoensayo).

Este método ha tenido una enorme aplicacion en todos aquellos campos en los

gue se precisaba la cuantificacion de productos mediante anticuerpos: diagndstico
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clinico, deteccion viral, clasificacion de anticuerpos en isotipos, busqueda de

anticuerpos monoclonales, etc.

2.4.2.4.1 Dispositivos empleados en ELISA

Se han ensayado numerosas fases sélidas, desde los tubos de cristal de los
origenes, a las actuales microplacas de 96 pocillos de plastico lo que facilita el
aumentar su capacidad de absorcibn de moléculas y con fondos de pocillo
opticamente claros para poder realizar las medidas de densidad O6ptica en
instrumentos especificos, tales como espectrofotdmetros de lectura de placas que
han recibido el nombre de lectores ELISA. Actualmente se estan desarrollando
dispositivos de mayor capacidad, por ejemplo con 384 y 1536 pocillos, adecuados
para los sistemas de tamizaje (screening) masivo de los sistemas robotizados

(HTS, 'High troughput system’)

Los lectores ELISA son espectrofotometros capaces de realizar lecturas seriadas
de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un
espectrofotometro convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de
onda del ultravioleta y el visible de manera continua, los lectores de ELISA
disponen de sistemas de filtros que soOlo permiten la lectura de una o pocas
longitudes de onda. Son la que se corresponden con las necesarias para

determinar la densidad Optica de los cromégenos mas comunmente utilizados.
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2.4.2.4.2 Fases de un ensayo ELISA

Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

- Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima (peroxidasa, fosfatasa
alcalina). El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en los ensayos directos
e indirectos o sandwich. El antigeno marcado se emplea en ensayos de

competicién de antigeno.

- Union del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos (Figura 3). La union de
anticuerpos o antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos

tratados que tienen gran afinidad por proteinas.

- Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos (Figura 3). En el caso del
antigeno unido a la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno
marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario anti-antigeno y un
secundario anti-primario marcado (ELISA indirecto). Este segundo método permite
la amplificacion de la sefial al poderse unir uno 0 mas anticuerpos secundarios a
cada anticuerpo primario. En el caso del anticuerpo unido a la placa se incuba con
una mezcla de antigeno y anticuerpo marcado. Se ensayan diferentes relaciones
de antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de

competicion del antigeno.

- Revelado de la reaccion enzimatica (Figura 3). Después de un lavado para
eliminar todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se
afiade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja reaccionar y se lee la densidad

optica (D.0O.) mediante espectrofotometria.
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Figura 3. Diagrama de pasos en un ELISA indirecto.

2.4.2.4.3 Tipos de ensayos ELISA

Lavado y sustrato

Reaccién de color

Se detiene la reaccion y se lee

No hay reaccién

Se han desarrollado multiples variantes de ensayos ELISA que permiten desde la

cuantificacion de un antigeno en solucion, la deteccion de un anticuerpo en una

solucion (por Ej. en el clonaje de anticuerpos monoclonales), o la determinacion de

la subclase (idiotipo) de un anticuerpo. A continuacién se describen los mas

comunes:

- ELISA directo (ensayo ELISA simple de dos capas): Las placas ELISA se

preparan recubriendo los pocillos con las soluciones encuentra el antigeno en las

gue se sospecha se. Se incuban con anticuerpos marcados que indican la
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presencia de antigeno en la solucién analizada. Es necesario incluir controles
negativos que seran muestras del mismo tipo de las analizadas (sangre, orina)
pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del antigeno buscado.
Asimismo se incluyen controles positivos (soluciones donde se encuentra el

antigeno buscado, o bien si se le ha afiadido).

- ELISA indirecto: Las placas ELISA se preparan de una forma idéntica a la
anterior. Los controles positivos y negativos son los mismos. El sistema de
deteccion emplea dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno, y uno
secundario marcado contra el primario. La deteccion tiene mayor sensibilidad por
presentar una amplificacion de sefial debida a la unién de dos o mas anticuerpos
secundarios por cada primario. Es el ensayo mas popular, como lo es la
inmunofluorescencia indirecta, pues un mismo secundario marcado y un mismo

sistema enzimatico permiten cuantificar una gran cantidad de antigenos.

- ELISA 'sandwich' (ensayo de captura de antigeno y deteccion mediante
inmunocomplejos): Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el
pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de
anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno, que
sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después de
un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una solucion con
un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues cada molécula de
antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo
anticuerpo, al menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y

sensibilidad debido a la amplificacién de sefial que permite el segundo anticuerpo.
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2.5 PRUEBAS DIRECTAS (DETECCION DEL PARASITO)

2.5.1 Inoculaciéon en ratén

El aislamiento de Toxoplasma en la sangre o liquidos corporales establece que la
infeccién es aguda. En el recién nacido, el aislamiento del Toxoplasma en la
placenta siempre es diagnostico de infeccion congénita. El microorganismo puede
ser aislado por inoculacién de especimenes (liquidos corporales, capa leucocitaria
de sangre centrifugada, heparinizada o tejido procesado) en la cavidad peritoneal
de ratones. Las muestras tisulares deben ser trituradas en solucion fisioldgica y
posteriormente filtradas para eliminar los fragmentos tisulares grandes. El liquido
peritoneal de los ratones se debe examinar después de 6-10 dias de la inoculacion
0 antes si mueren. Se deben investigar anticuerpos anti-Toxoplasma en los
ratones. Si hay anticuerpos, el diagnostico definitivo exige la demostracion del
microorganismo, por lo general en quistes cerebrales, de higado o bazo de los
ratones seropositivos. Si no se observan los quistes, se hace necesaria la
subinoculacién de una suspension de tejido cerebral, hepatico y esplénico en

nuevos ratones?.

2.4.2 Cultivo celular

Del mismo modo se puede recurrir al cultivo de células tisulares para aislar el
parasito donde se forman placas que facilitan el reconocimiento de este. El cultivo
celular es un método muy difundido y arroja resultados en poco tiempo (3-6 dias),
sin embargo su principal problema es el presentar una menor sensibilidad que la

inoculacion en raton?.
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2.4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Por técnica de PCR se puede detectar ADN toxoplasmico a partir de muestras de
humor acuoso, tejidos, sangre, liquido amniético e incluso orina?® de pacientes con
sospecha de enfermedad activa. La PCR es una técnica que fue descrita por
primera vez por Mullis y Cols en 19862, La técnica es una de las mas versatiles
de la biologia molecular y hace posible la deteccién de virus y microorganismos en
fluidos organicos. Se ha adaptado para la deteccién de Toxoplasma gondii la cual
busca amplificar rapida y facilmente un gen o fragmento de este o de cualquier
segmento de DNA?’. Para poder ponerla en practica se requiere que se conozca la
secuencia a ambos lados de la region de DNA de interés y permite que la region
entre ellas dos defina el sitio de amplificacion. EI DNA extraido se desnaturaliza
por calentamiento, se alinean a las bandas sencillas dos cortas secuencias
denominadas “primers” o iniciadores, los cuales son complementarios a las
bandas opuestas en ambos lados de la region blanco. La DNA polimerasa
sintetiza una banda sencilla desde el extremo 3" de cada “primer”. El nUmero de

copias de la secuencia crece exponencialmente?,
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el laboratorio se utilizan ratones y ratas debido a que el proceso de infeccion
por T. gondii es similar al que se da en humanos®. El modelo animal utilizado para
estudiar la infeccion producida por las diferentes cepas de T. gondii es el raton,
pero muchas veces estos no enferman dependiendo del tipo de cepa que se
inocule o el estado de virulencia de la misma (por ejemplo: cepas mantenidas por
congelaciéon durante largos periodos luego de los cuales presentan atenuacion).
Por esta razon la infeccion por medio de inoculacion de ratones requiere ser
comprobada mediante pruebas seroldgicas si los ratones no mueren. Esto lleva a
la necesidad de estandarizar un ELISA, ya que esta es una prueba inmunologica
de alta sensibilidad lo que permite determinar si el proceso de infeccion fue exitoso

0 no.

Estudios previos han establecido que la importancia de los anticuerpos en la
mediacion de la respuesta inmune hacia T. gondii depende del modelo de
estudio®. En el 2000 Jaimes y Ledn, reportan por la técnica de inmunoflorescencia
indirecta basada en el principio de avidez, una alta concentracion de IgG a los 45
dias postinoculacion en suero de ratones a partir de infeccion con 40.000
taquizoitos®. En el 2001 Loépez et al., también en un modelo murino, reportan
titulos de IgG por inmunoflorescencia indirecta segun la dosis del inoculo de T.
gondii, siendo estos mas elevados con una dosis de 25 taquizoitos y menores con
una dosis de 10 taquizoitos. Lo anterior demuestra una relacion directamente
proporcional entre la dosis de taquizoitos y el inverso de los titulos de anticuerpos

IgG en el ratén?.

Es de gran interés el analisis de la cinética y el perfil isotipico de la respuesta
inmune hacia la infeccién experimental con T. gondii, ya sea para la optimizacion

del inmunodiagnostico o para el entendimiento de los mecanismos de proteccions.
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Esta técnica seria de inmenso valor para ser utilizada en laboratorios de referencia
gue requieran analizar muestras tales como liquidos corporales, placenta o biopsia

de tejidos.

La estandarizacién de esta técnica permitira contar con una herramienta en
nuestro medio para el diagnostico y la investigacion en toxoplasmosis, ya que en
muchas ocasiones se reciben muestras de liquido amnidtico de pacientes
infectadas o con sospecha de toxoplasmosis y solo se pueden analizar por PCR,
ademas algunas veces pueden existir muestras negativas para PCR por lo que la
inoculacion en ratdbn y su posterior inmunodeteccion por ELISA se hacen
necesarios para diagnosticar la infeccion y asi mejorar el tratamiento del nifio

préximo a nacer.

4 JUSTIFICACION

Se pretende la estandarizacion de la prueba ELISA ya que esta es una técnica
altamente sensible, especifica y versatii y ampliamente utilizada para el
diagnostico de numerosas enfermedades®. Ademas la técnica ELISA permite
procesar gran numero de muestras y requiere de pequefias cantidades de las

mismas.

Esta prueba es necesaria para detectar infeccibn con muestras humanas en
estudios de caracterizacion de cepas, ya que estas tienen la tendencia de volverse
cronicas en el ratbn y no dan sintomas en el animal; por lo tanto, se hace
necesario utilizar una prueba serolégica que verifique la infecciéon en el ratén?°,
También es importante para el diagnostico de toxoplasmosis clinica a partir de
liquido amnidtico o liquido cefalorraquideo ya que en ocasiones la inoculacién en

ratbn es mas sensible que la PCR.
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Esta estandarizacion permitird incluir el inmunoensayo ELISA como prueba
diagnostica en el Centro de Investigaciones Biomédicas (CIBM), ya que
cuando se usa la inoculacién en raton, el diagnostico de muestras de liquido

amnidtico pasa de una sensibilidad del 80% al 90%3.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

- Estandarizar un ELISA indirecto para la deteccién de IgG contra Toxoplasma

gondii en ratones (Mus musculus).

5.2 Objetivos especificos

- Determinar el mejor bloqueador para uso en ELISA IgG anti-Toxoplasma en

raton.

- Cuantificar la concentracion 6ptima de antigeno para la realizacion de un ELISA

IgG anti-Toxoplasma en raton.

- Establecer la concentracion de anticuerpo secundario (conjugado) éptima para la

realizacion de un ELISA IgG anti-Toxoplasma en ratén.
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6 METODOLOGIA

6.1 Ratones

Se utilizaron 40 ratones blancos suizos (hembras) de la cepa Balb/C
proporcionados por el bioterio de la Universidad Nacional de Colombia con 4-5

semanas de nacidos y con un peso aproximado de 20 gramos.

6.2 Parasitos

Se inocularon via intraperitoneal ratones blancos suizos hembras de la cepa ICR
con Toxoplasma gondii cepa RH (donada por la Dra. Sanchez, Universidad Los
Andes, Bogota) a una dosis de 100.000 taquizoitos vivos resuspendidos en un
volumen total de 0,2 ml de solucion salina estéril y antibiotico. Los taquizoitos se
recuperaron 3-4 dias luego de la muerte espontanea del raton, practicando lavado
peritoneal por medio de instilacion de 5 ml de solucién salina al 0,8% esteéril
conteniendo antibiotico (penicilina 1000 unidades/ml y gentamicina 10 pg/ml). Se
hicieron observaciones al microscopio 6ptico y tincion con azul tripan para verificar

la presencia y viabilidad de los taquizoitos.

6.3 Obtencion de antigeno total soluble de Toxoplasma gondii

Se partié6 de un numero de 108 taquizoitos de T. gondii, los se lavaron dos veces

por centrifugacion a 2.500 rpm por 15 minutos con solucién salina 0,85% con la

concentracion de antibiotico descrita. El sedimento se resuspendié en 5 ml de

solucion salina 0,85% estéril y se filtro a través de una membrana estéril de
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policarbonato con una porosidad de 3 ym, y se verifico por microscopia que el
preparado estuviera libre de células de raton. El filtrado se centrifugo a 3.500 rpm
por 15 minutos, el sedimento en forma de botdn obtenido se resuspendi6 en 1,0 ml
de solucion salina estéril y se realizo conteo en un hemocitbmetro o camara de
Neubauer. A continuacion se procedi6 a realizar rompimiento de membrana de los
taquizoitos de T. gondii mediante 5 ciclos de congelacién/descongelacion y 5
ciclos de sonicacion a 18.000 Hz por 30 segundos cada uno. Se verifico por medio
de microscopia la lisis del paréasito. Se centrifugd a 10.000 rpm por 60 minutos, se
recuperé el sobrenadante al cual se le determiné concentracion de proteinas
mediante la técnica de Lowry. A este producto se le adicion6 una mezcla de
inhibidores de proteasa (PMSF 1mM EDTA 0.5 mM Pepstatina A 1 mM) para

evitar la lisis del antigeno y se almacené a -70°C hasta su utilizacion®2.

6.4 Muestras

Las muestras de suero se obtuvieron a partir de ratones antes de ser inoculados
(controles negativos) y luego de 1 mes de postinoculados a una dosis de 100.000
taquizoitos de T. gondii (controles positivos) de la cepa RH y via oral con quistes
tisulares de la cepa Prugniaud (donada por la Dra. Dardé, Limoges, Francia) a una
dosis de 150 quistes en 100 pL de tejido cerebral homogenizado. La extraccion de
sangre se hizo practicando un corte apical en la cola del raton. La sangre se
recogi6 en viales de 1 ml y se centrifugd durante 10 minutos a 3.000 rpm para la

obtencién del suero.

6.5 ESTANDARIZACION DEL INMUNOENSAYO ELISA

Todos los sueros (positivos y negativos) se diluyeron 1:100 en PBS Tween 20

0,05%. Se prepararon por separado diluciones del antigeno de T. gondii de la
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cepa RH (1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml) utilizando como

diluyente tampdn de recubrimiento (buffer coating) (Ver anexos, Figura 4).

Los pozos de las placas (COSTAR®) se colocaron en camara himeda y se
llevaron a incubacién por 2 horas a temperatura ambiente y luego por 16 horas
durante toda la noche a 4°C. Se lavaron los pozos por un ciclo (5 veces) con PBS
Tween 20. Se bloqued la superficie de cada pozo con 350 ul de las cuatro
condiciones diferentes para cada concentracibn de antigeno asi (Ver anexos,
Figura 5):

a) Buffer coating leche al 5% (Ver anexo 12.2).

b) Tween 20 al 0,05% (Ver anexo 12.2).

c) Buffer coating albumina al 1% (Ver anexo 12.2).

d) PBS solo (Ver anexo 12.2).

Se lavé de nuevo 5x PBS Tween 20. Se agregaron 100 ul de los sueros con
dilucion 1:100 a los pozos correspondientes (Ver anexos, Figura 6). Se incubd por
una hora a 37 °C. Se hizo un nuevo lavado con PBS Tween 20. Se agrego el
conjugado anti-raton IgG completo para fosfatasa alcalina (SIGMA, St. Louis, MO)
a una dilucién de 1:30.000 en PBS Tween 20 en cantidad por pozo 100 ul de la
dilucion. Se incubo por 30 minutos a 37 °C. Se hizo lavado y se adicion6 100 pl de
sustrato para fosfatasa alcalina (p-nitrophenyl phosphate, SIGMA, St. Louis, MO)
en cada pozo. Se incub6 por 30 minutos y se adicionaron 100 pl de NaOH 8N
como solucion de parada. Luego se procedi6é a leer a 410 nm en un lector de
ELISA (DYNATECH 5000).
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6.6 PRUEBA DE REACCION CRUZADA

Se trabajo para el desarrollo de la prueba de reacciéon cruzada con sueros de
ratones inmunizados con proteina completa de cisticerco de Taenia solium
(donado por el Dr. Castafio, Universidad del Quindio) e infectados con
Plasmodium berghei (donado por Dr. Herrera y Dr. Valderrama, Universidad del
Valle) utilizando las mismas condiciones de estandarizacion antes mencionadas.

Para la obtencion de sueros se inoculd un ratén intraperitonealmente con 100 pL
de sangre con P. berghei. A los 3 dias postinoculacion se realiz6 un examen de
gota gruesa con el fin de verificar la presencia del parasito en sangre, y asi

sucesivamente hasta completar 1 mes.

Para cisticerco se inocularon ratones con una primera dosis de 500 pyL de Proteina
Completa de cisticerco (PC) + 500 pL de adyuvante completo de Freund. La
segunda dosis se realizé a los 10 dias postinoculacion con 300 pL de PC + 300 pL
de adyuvante completo. La tercera dosis se realizo a los 20 dias postinoculacion
con 150 pL de PC + 150 uL de adyuvante incompleto. La cuarta dosis se realizo a
los 30 dias postinoculacion con 100 pL de PC + 100 pL de adyuvante incompleto

de Freund.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados paralaconcentracion de antigeno y revelado con el sustrato

A concentraciones de 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml y 5 pg/ml no se encontraron
variaciones significativas en la densidad Optica (DO), mientras que a
concentraciones de 10 pug/ml y 20 pg/ml los valores de DO fueron los mas altos
(Figura 1). Con relacién al tiempo de revelado del anticuerpo secundario con el
sustrato, se presentaron mayores valores de DO después de 30 minutos (Grafica
1).
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Grafica 1. Valores de absorbancia obtenidos por ELISA IgG a los 10 y 30 minutos
para sueros positivos (P) y sueros negativos (N) segun concentracion de antigeno
con relacién a la D.O. Se observa que los mayores valores de absorbancia (azul)

se dieron luego de 30 minutos de revelado con el sustrato. Cut-off: 0,135.
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7.2 Resultados para el efecto de los diferentes bloqueadores

El efecto de cada uno de los agentes bloqueadores permitio la diferenciacion entre
sueros positivos y negativos. Los mayores valores de DO luego de 30 minutos de
revelado con el sustrato se dieron con el tampdn de recubrimiento con albumina
bovina al 1%, (Grafica 2).
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Grafica 2. Comparacion entre bloqueadores segun valores de absorbancia
obtenidos por ELISA IgG para sueros positivos y negativos. Se observa la clara

discriminacion de sueros positivos (P) y sueros negativos (N).
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7.3 Determinacion del punto de corte

Los datos obtenidos en las pruebas ELISA fueron la densidad optica (DO) para
cada muestra de suero analizada. Se interpretaron los resultados de acuerdo a la
DO. El punto de corte (cut-off) se calcul6 como el promedio de los sueros
negativos + 2 desviaciones estandar (10 sueros negativos en concentracion 20
pg/ml). El cut-off obtenido fue de 0,135 (Grafica 3). Se consideraron como positivos
aquellos sueros que presentaron valores de DO por encima del cut-off. Los
sueros-control negativos o verdaderos negativos fueron los sueros de raton
tomados preinoculacién de T. gondii. Los sueros-control positivos o verdaderos
positivos fueron los sueros de raton tomados 4 semanas postinoculacion de T.

gondii.
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Grafica 3. Valores de absorbancia obtenidos por ELISA IgG para sueros positivos

y negativos con respecto al cut-off (0,135) con dilucion de antigeno 20 pg/ml.
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7.4 Pruebade reaccion cruzada

La reactividad de los sueros de ratones infectados con Plasmodium berghei (DO:
0,057 £ 0,006) e inmunizados con cisticerco de Taenia solium (DO: 0,042 £ 0,003)
al antigeno de Toxoplasma gondii a través del test de ELISA indirecto estuvo por
debajo del punto de corte para la correspondiente prueba (DO: 0,154). Se
probaron todos los sueros por duplicado. ElI promedio de los resultados de
densidad 6ptica para los sueros negativos fue de 0,078 + 0,034. Se utilizé como
control positivo el suero de 1 ratdén infectado con cepa Prugniaud de Toxoplasma

gondii cuyo promedio de densidad Optica fue de 0.176.
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8. DISCUSION

El estadio de taquizoito de Toxoplasma gondii es su forma rapida de crecimiento
y por eso es quizas la forma mas ampliamente estudiada gracias a su féacil
obtencion ya sea por medio de pases intraperitoneales en ratones o en cultivos
celulares y por ser uno de los estadios de invasion de importancia en la
enfermedad aguda. Por lo tanto en este trabajo se utilizaron taquizoitos de
Toxoplasma gondii de la cepa RH obtenidos por pases intraperitoneales en
ratones blancos suizos, al igual que lo descrito por otros autores®® y quistes
tisulares de la cepa Prugniaud obtenidos por homogenizacion de cerebro de raton.
No hubo diferencia significativa en los niveles de anticuerpos entre sueros de
ratones inoculados con la cepa RH (DO: 0.35 + 0.11) y con la cepa Prugniaud
(DO: 0.36 + 0.10).

En las enfermedades infecciosas y en particular en las parasitarias lo primordial es
establecer el agente etioldgico y ello se logra mediante su identificacion*. En la
toxoplasmosis puede detectarse el pardsito por inoculacién en ratones® o en
cultivos celulares®4; siendo el cultivo en ratén un complemento necesario para el
diagnostico de toxoplasmosis clinica tanto en forma congénita como en el
inmunosuprimido33® a partir de muestras de liquido amniético o liquido
cefalorraquideo. Cuando se utiliza la técnica de PCR esta resulta ser mas sensible
gue la inoculacion en ratén, pero cuando el PCR resulta negativo se deberia
utilizar la inoculacién en ratones, pues en ocasiones es la Unica prueba que da
resultado positivo en un nifio infectado?®. Cuando se utiliza la inoculacién en ratén
con fines confirmatorios es necesario utilizar una prueba serologica que verifique

la infeccion en el animal con el fin de optimizar los procedimientos de investigacion
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en el laboratorio clinico. Se debe tener en cuenta que en ratones la aparicion de

anticuerpos detectables tiene lugar 4 semanas después de la inoculacién?®.

La técnica ELISA varia ampliamente de laboratorio a laboratorio, por o que no hay
una estandarizacion definida en su metodologia. En nuestras condiciones los
valores de absorbancia mas altos se obtuvieron utilizando concentraciones de
antigeno de 20 pg/ml. Sin embargo concentraciones menores permitieron
diferenciar entre sueros positivos y negativos. Esto muestra que la técnica tiene
buena sensibilidad aun con bajas concentraciones de antigeno. El antigeno
utilizado para la prueba ELISA 1gG fue de facil ejecucion y de buen rendimiento. El
procedimiento de preparacion de antigeno tratado por congelacién y sonicacion
presentd resultados satisfactorios, se obtuvo una concentracion de proteinas de

1mg/ml.

No hubo diferencia significativa entre agentes bloqueadores por lo que se decidio
utilizar el tampon de recubrimiento con albumina bovina al 1%, este permitio la
diferenciacion de positivos y negativos luego de 30 minutos de revelado con el
sustrato. EI inmunoensayo permitié una clara discriminacion de sueros negativos y

sueros positivos.

La técnica de ELISA tiene una gran ventaja por su simplicidad, sensibilidad y
especificidad. La estandarizaciéon de la prueba ELISA IgG para diagndstico
serologico de toxoplasmosis en raton fue realizada con la tentativa de obtener una
prueba altamente sensible y especifica de aplicacion practica para muchos
laboratorios. Se espera que contribuya a determinar si el proceso de inoculacién
fue exitoso o no y si hubo seroconversién a partir cepas potencialmente crénicas,
lo cual es un paso importante para lograr aislamientos exitosos de las mismas en

nuestro medio ya sea a partir de muestras humanas o animales.
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9. CONCLUSIONES

- Se estandarizaron con éxito las condiciones requeridas de bloqueadores,
concentracion de antigeno y concentracion de anticuerpo secundario (conjugado)
para la realizacién de un ELISA indirecto para deteccién de IgG anti-Toxoplasma

en ratones (Mus musculus).

- Se demostré que gracias a su simplicidad, sensibilidad y especificidad la técnica
de ELISA presenta una gran ventaja en el diagnéstico serologico de toxoplasmosis

en raton.

10. RECOMENDACIONES

- Realizar un experimento con numeros de parasitos mas bajos a los utilizados en
la estandarizacion con el fin de determinar la cinética de produccion de IgG con

diferentes inéculos del parasito y ademas entre diferentes clonos de cepas.

- Optimizar el nivel de deteccion del inmunoensayo para que el diagnostico se
lleve a cabo a partir de sensibilizacion de fase solida con péptidos sintéticos,
procedimiento que seria de gran ayuda en el estudio y caracterizacion de cepas de

Toxoplasma gondii.
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12. ANEXOS

12.1 Esquemas de ensayos para diferentes condiciones de estandarizacion

de la prueba ELISA IgG anti-toxoplasma en ratén

DILUCTIOMES DEL AMTIGEMO

2345678 9101112 O Blanco
g . 1,25ug/ml
g @ 2.500/ml
E @ suo/ml
ﬁ O 10pg/ml

Z0pgfml

Figura 4. Disposicion de las diluciones del antigeno a lo largo de la placa.

45



BLOQUEADORES

1 234 5 66 78 910112 Buffer coating con leche

descremada al 9%,

0.05%,

@
@ FBS con Tween 20 al
O

Buffer coating con
albumina al 1%,

. FES.

T oM moao ™ e

Figura 5. Disposicion de cada una de las soluciones bloqueadoras a lo largo de la
placa.
DISPOSICION DE SUEROS

12 3 45 B 7 8 910112

. SUEROQS POSITIVOS

O SUEROS NEGATIWOS

ToommoOoom@ -

Figura 6. Distribucion de sueros negativos y positivos a lo largo de la placa.

12.2 Preparacion de soluciones de trabajo
- Preparacién del tampoén fosfato pH 7.2 (PBS)
Formula para 1 litro

NacCl 8gr
KH2PO4 0.02 gr
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Na;HPOs 1.250r

KCl 029

- Preparacion de tampon de recubrimiento (Buffer coating)

Formula para 1 litro

COsNa; 1.59g

COsHNa; 2.93 g

- Preparacion de PBS tween 20 0.05 %

Tween 20 0.5mL

PBS 1L

- Preparacion de buffer coating leche descremada

Leche descremada 5¢g

Buffer coating 100 mL

- Preparacién de buffer coating albumina 1%

Albumina bovina 1lg

Buffer coating 100 mL
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