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I. 	INTRODUCCION 

La identificación de los hospederos de artrópodos hematófagos, a 

partir de las ingestas sanguíneas, es necesaria para comprender la epi 

demiología de enfermedades transmitidas por artrópodos. La identifica-

ción del hospedero puede hacerse por medio de técnicas suficientemen-

te sensibles para detectar sangre parcialmente digerida y específicas pa 

ra identificar los varios hospederos posibles. 

Los métodos actualmente más utilizados para identificar la fuente 

del alimento sanguíneo son las pruebas serológicas, como las de preci-

pitación y el ensayo inmunoadsorbente de la enzima conjugada (ELISA). 

Estas pruebas serológicas utilizan antisueros específicos a los antígenos 

sanguíneos del hospedero. 

El vector principal de la malaria en América Central es Anopheles  

albimanus (8). 	A pesar de que los programas de erradicación de la 

malaria en América Central han tenido problemas técnicos y financieros, 

aun ahora el principal objetivo contínua siendo el establecer un progra 

ma exitoso de control de la malaria. 	Sin embargo, un programa de 

esta naturaleza requiere del conocimiento de la epidemiología local de la 

malaria y de la capacidad de transmisión de la misma. 

La capacidad vectorial (CV) es una medida entomológica del poten- 

cial de transmisión de malaria en un área geográfica determinada, pero 

su determinación es relativamente compleja. 	Entre las variables que 

se deben determinar se encuentra el índice de sangre humana (ISH), 

que representa la proporción de mosquitos anofeles de una población 

que se alimentó con sangre humana; por lo tanto, este índice establece 

la relación entre el vector de la malaria y su potencial de transmisión 
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al humano. 

En la determinación del ISH existen dificultades para obtener una 

muestra representativa, ya que la disponibilidad y el tipo de hospede- 

ros en el sitio de recolección puede sesgar los resultados. 	Por ejem- 

plo, si la muestra se toma en el interior de viviendas o en establos 

existe un sesgo en favor del hospedero dominante en el sitio de reco-

lección, por lo que se debe hacer un muestreo regular y cuidadoso en 

diferentes sitios, tomando en cuenta la relación aproximada de humanos 

a otros hospederos en el área de muestreo. 	En la práctica, se obtie- 

ne un mejor estimado del 151-1 aplicando la media sin peso de las mues-

tras de viviendas humanas y de los otros tipos de sitios de recolección 

(12). 

En el caso de mosquitos Anopheles albimanus es útil determinar si 

existe un bajo ISH, especialmente si la infectividad con parásitos de ma 

laria también es baja y cuando la densidad de la población de mosqui-

tos es alta, ya que la capacidad de transmisión no está relacionada di 

rectamente con la densidad del vector, sino que con la eliminación o 

reducción de su contacto con el humano (7, 12). 

A. Objetivos:  

1) Establecer las técnicas serológicas de inmunodifusión en gel y 

ELISA para identificar la fuente del alimento sanguíneo 	de 

Anopheles albimanus.  

2) Producir antisueros específicos contra albúmina humana y bo-

vina en conejos. 

3) Comparar la sensibilidad y especificidad de los antisueros pro 
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ducidos en el laboratorio con antisueros adquiridos de fuen 

te comercial. 

4) Comparar la sensibilidad de las dos técnicas serológicas. 

5) Determinar qué antígeno es más conveniente detectar, si albú 

mina o IgG sanguínea. 

6) Determinar por ambas técnicas serológicas hasta que tiempo de 

digestión es posible identificar los antígenos sanguíneos en 

mosquitos del género Anopheles. 

B. 	Justificación: 

La determinación del índice de sangre humana en muestras del 

contenido abdominal de Anopheles albimanus es una variable útil para 

determinar la capacidad vectorial del mosquito. 	Asímismo, la identi- 

ficación de hospederos se utiliza para estudios epidemiológicos de enfer 

medades transmitidas por vectores (7, 12, 14). 

Los antisueros comerciales son relativamente caros, mientras que 

los producidos en el laboratorio pueden ser más económicos, obtenerse 

en grandes cantidades, y si son almacenados adecuadamente, pueden 

utilizarse durante mucho tiempo. 	Si no se encuentran diferencias en 

tre los sueros producidos en el laboratorio y los comerciales, se ten-

drá una mejor rentabilidad para trabajos posteriores que requieran 

del uso de antisueros a albúmina humana y bovina. 	Además, ya es- 

tablecida una técnica de inmunización efectiva, puede extenderse para 

la producción de antisueros en otros trabajos futuros. 

Si se tienen estandarizadas las técnicas de inmunodifusión en gel 

y ELISA para la identificación de hospederos en los que Anopheles al- 
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bimanus se ha alimentado, estas técnicas pueden extrapolarse a aplicar 

se a otros artrópodos vectores de enfermedades: por ejemplo, a flebó-

tomos o simúlidos y conocer así aspectos de la epidemiología de enferme 

dades transmitidas por otros vectores. 



II. REVISION DE LITERATURA 

A. Epidemiología de enfermedades transmitidas por artrópodos. 

Epidemiología se define como el estudio de la distribución de una 

enfermedad o una condición fisiológica en poblaciones de humanos, y 

los factores que influencian su distribución. 	Esencialmente, el patrón 

epidemiológico de enfermedades infecciosas depende de los factores que 

influencian la probabilidad del contacto entre el agente infeccioso y la 

persona susceptible, conocido como el hospedero (43). 

Es esencial para médicos, entomólogos y epidemiólogos, conocer la 

fuente de alimentación de artrópodos vectores de enfermedades al hurra 

no y animales domésticos, para comprender mejor las relaciones vector-

hospedero y los papeles que éstos juegan respectivamente en el ciclo 

de transmisión-enfermedad. 

B. Vector de la Malaria. 

La hembra del género Anopheles actúa tanto como vector y hospe- 

dero del parásito de la malaria; para que ocurra la transmisión la hem 

bra debe, por lo menos, ingerir sangre dos veces del humano y vivir 

el tiempo suficiente (8-25 días), dependiendo de la especie de Plasmo-

dium a una temperatura apropiada y una humedad relativa para que 

el parásito de la malaria pueda completar su ciclo de desarrollo dentro 

de ella (44). 	Los mosquitos anofelinos son insectos del orden Dípte- 

ra, sub-orden Nematocera, y genero Anopheles. 	Existen aproximada- 

mente 400 especies de Anopheles descritas, pero de estas aproximada-

mente 60 son vectores principales de la malaria (44). 

Investigadores en malaria se concentran en definir el comporta-

miento de varias especies de anofelinos en la transmisión de la malaria, 
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y han enfocado sus esfuerzos en establecer el índice antropofílico, aho 

ra llamado "índice de sangre humana" (ISH), para un vector particu- 

lar de la malaria (4). 

C. 

	

	El índice de sangre humana de vectores de malaria en relación e- 

pidemiológica.  

Malaria es uno de los problemas de salud mas serios en América 

Central. 	El vector principal es Anopheles albimanus y se extiende - 

desde el valle del Río Grande en Baja California hasta Venezuela y el 

norte de Perú, incluyendo varias islas del Caribe (34). 

Los programas nacionales de erradicación de la malaria en Améri- 

ca Central se establecieron a finales de los años cincuenta. 	Estos pro 

gramas se basaban en el rociamiento periódico de insecticidas residua-

les efectivos, contra el vector local, en las casas de las áreas malári- 

cas esperando así interrumpir la transmisión de la malaria. 	Inicialmen 

te se obtuvo un gran éxito a principios de los años sesenta, pero mu 

chos de estos programas, en América Central tuvieron problemas de resur 

gimiento de malaria, principalmente, en la costa sur del Pacífico debido 

al uso intensivo de insecticidas para fines agronómicos. 	Así, el Ano- 

pheles albimanus evolucionó y seleccionó mecanismos de resistencia, in 

cluyendo tolerancia fisiológica a un rango amplio de insecticidas (8,19). 

Los programas de erradicación de malaria respondieron a este problema 

utilizando insecticidas más tóxicos y costosos; pero la incidencia mala-

rica continuaba y aumentaba en las regiones tratadas con insecticidas. 

Estos problemas técnicos, aunados con los problemas financieros que se 

tienen en los países centroamericanos, conlleva a la necesidad de un 

cambio en las estrategias de los programas de erradicación de la mala- 
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ria, siendo ahora el mayor objetivo tener un programa de control de 

malaria. 	Un programa exitoso para el control de la malaria requiere 

de un conocimiento detallado de la epidemiología local de la malaria, de 

la dinámica de transmisión y del control tecnológico que se tenga a dis 

posición. 

Idealmente los programas de control de la malaria deben basarse 

en una combinación de datos epidemiológicos y entomológicos, y es e-

rróneo evaluar separadamente datos entomológicos de los epidemiológi- 

cos, ya que uno es parte del otro (12). 	Para el estudio de la epi- 

demiología de una enfermedad debe tenerse información precisa sobre 

los hábitos de alimentación de los insectos vectores, así como de sus 

preferencias para alimentarse en diferentes hospederos (4, 6, 7). 

D. 	Capacidad Vectorial. 

Desde el punto de vista entomológico, la capacidad vectorial (CV) 

es una medida del potencial que tiene una población de mosquitos de 

transmitir la malaria; esta medida es un factor importante para compren 

der la dinámica de transmisión de la malaria y evaluar el potencial ma- 

lariogénico de un área. 	Estimados de la capacidad vectorial de una 

población de mosquitos se basan en la determinación de la expectación 

de vida del vector (E); el índice antropofilico (P) ; la razón de pica- 

dura al humano (ma); el tiempo intrínseco de incubación (n); el tiem- 
-n 

po entre alimentaciones (F); dando lugar a la fórmula CV = maPe e  E  

El resultado de la ecuación de la capacidad vectorial es el núme-

ro esperado de nuevas infecciones de malaria producidas por caso in-

feccioso de malaria por día (14, 16). 
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El índice antropofilico o de sangre humana es uno de los factores 

que determina la capacidad vectorial; este está relacionado con la trans 

misión de la malaria, ya que representa el grado de contacto entre el 

mosquito y el humano. 	Por lo tanto, su determinación tiene gran im- 

portancia en las estrategias de los programas de control de malaria. 

E. 	Indice de Sangre Humana. 

Entre los sinónimos del índice de sangre humana se encuentran el 

índice antropofilico, o el término, razón de sangre humana. 	Este re 

presenta la proporción de una población de anófeles alimentados con san 

gre humana. 

La muestra de mosquitos recolectados debe ser representativa de 

una sola especie en un área y período determinado (12). 	La totalidad 

de especímenes de una especie que viven en los alrededores de una loca 

lidad designada, tal como una aldea, a un tiempo dado constituyen u- 

na "población" de esa especie (12). 	Por lo tanto, el índice de san- 

gre humana es importante para establecer la relación entre los vecto-

res conocidos de malaria y su potencial de transmisión al humano. 

Además de determinar el índice de sangre humana, también es im- 

portante identificar el índice de alimentación con otros hospederos, ya 

que estudios anteriores (6, 7) han demostrado que mosquitos del géne 

ro Anopheles tienen un rango de alimentación amplio entre otros ani-

males, lo que ayuda a la transmisión de malaria por ejemplo, entre hu-

manos y simios, como también a la transmisión de otras enfermedades 

como filariasis y de arbovirus (35) . 

1. Alimentaciones Múltiples. 

Actualmente se le ha dado atención a la posible importancia 
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epidemiológica de las alimentaciones interrumpidas de mosqui-

tos, que resultan de dos o más partes diferentes de alimentos 

sanguíneos (6). 	Como no se ha desarrollado una terminolo- 

gía precisa, se han propuesto las siguientes definiciones para 

describir estas comidas sanguíneas tomadas de más de un hos- 

pedero (7): 

Comida simple: 	Comida resultante de una sola alimentación 

o una comida múltiple eclipsada (compuesta 

de dos partes, pero una no es detectable 

en el laboratorio). 

Comida múltiple: 	Cualquier comida resultante de dos o más 

alimentaciones, donde la última se tomó an-

tes de que la primera se digiriera lo sufi-

ciente como para ya no poder ser identifi- 

cada. 

Cualquier grado significativo de comidas múltiples aumenta la 

probabilidad de que un insecto vector adquiera y transmita 

un patógeno (7). 

Las alimentaciones múltiples pueden darse cuando el mosquito 

es interrumpido durante su alimentación (esto puede deberse 

al comportamiento del hospedero) (36) pero completa su comi-

da e ingesta sanguínea en otro hospedero después de un cor- 

to tiempo (7). 

2. Muestreo de vectores para la identificación de alimentos san- 

guíneos.  

No se pueden tener datos confiables del índice de sangre hu- 
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mana si no se tiene cuidado al recolectar los mosquitos, ya 

que la muestra de mosquitos en la localidad tomada puede es- 

tar sesgada. 	En primer lugar, los mosquitos alimentados tie 

nen una tendencia variable de redistribuirse durante el intér- 

valo de la alimentación y el amanecer. 	En algunos casos, 

estos permanecen en el sitio de alimentación, pero por otra 

parte, se traslada de un sitio de alimentación a otro pudien- 

do producir una distribución al azar. 	Lo que en realidad su 

cede es algo intermedio, una redistribución parcial usualmen- 

te no ponderable (12). 	Se ha demostrado que recolecciones 

intradomiciliares, por cualquier método, presentan un índice 

de sangre humana del 15.8% al 97.5%, mientras que muestras 

de la misma población extradomiciliares presentan un índice de 

sangre humana de 0.2% a 35% (8, 12). 

En segundo lugar, debe considerarse también que una propor-

ción de las hembras alimentadas pueden morir antes de que se 

haga la captura; esto puede deberse a que varias de las hem-

bras alimentadas están expuestas a un mayor riesgo de morir 

que otras, por lo que la población en reposo no es del todo 

representativa de la población alimentada. 	Esto es precisa- 

mente lo que ocurre en áreas donde existen insecticidas resi-

duales, causando una mayor mortalidad entre los mosquitos a 

limentados intradomiciliarmente (12). 

Otro factor que debe considerarse es la razón o proporción en 

tre humanos y animales domésticos, y la distribución de los 

animales en relación a las viviendas a las horas en que se ha 



ce el muestreo. 	La disponibilidad del hospedero obviamen 

te es un factor que puede sesgar los resultados (7). 	Para 

evitar estos problemas debe tenerse un control de los hospede 

ros presentes en los sitios de recolección y hacer recolectas 

simultáneas en los diferentes tipos de sitios de reposo, duran 

te un tiempo determinado, y durante la noche para no tener 

tanto problema de redistribución o de mortalidad (12). Usual 

mente se escogen como sitios de muestreo las viviendas y los 

alrededores de una aldea determinada. 

Para el muestreo de mosquitos se ha recomendado el uso de 

trampas de luz (11, 37). 	Estas pueden colocarse tanto en - 

sitios intradomiciliares como extradomiciliares, atrayendo mos-

quitos alimentados o sin alimentar, mientras que las capturas 

en las que un individuo sirve como cebo, en su mayoría, a-

traen mosquitos que aún no se han alimentado o probablemen-

te los residuos en el tracto digestivo ya no sean identificables 

(6, 8, 13). 

Las trampas de luz atraen otros insectos ya que la alta inten-

sidad de iluminación de la trampa, en comparación con la de 

los alrededores, interfiere con la orientación de vuelo de los 

insectos dando como resultado el acercamiento de éstos a la 

trampa. 	Cualquier fenómeno que reduzca este contraste de 

iluminación reducirá el tamaño de la muestra que se pueda a- 

trapar (11, 37). 	Una vez hecha la captura se selecciona la 

especie de vector a analizar, en este caso Anopheles  albima-

nus, y se hacen impregnaciones de los contenidos abdominales 
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en papel filtro, para luego ser analizadas por cualquiera de 

las técnicas inmunológicas mencionadas a continuación y así 

determinar el índice de sangre humana. 

F. Técnicas serológicas utilizadas para identificar hospederos.  

En vista que se ha demostrado que varias especies de artrópodos 

son vectores primarios de enfermedades, especialmente aquellas causa-

das por virus, actualmente existe un nuevo ímpetu en establecer las 

relaciones entre hospedero-vector, especialmente en enfermedades pa- 

rasitarias. 	Para establecer los rangos de hospederos de artrópodos 

vectores se han utilizado cuatro métodos como la observación visual, la 

atracción a cebos humanos o animales, las características citológicas de 

la sangre y la serología. 	Actualmente, sin embargo se acepta que las 

técnicas serológicas son las que representan datos más confiables por 

su sensibilidad y especificidad (45). 

Las técnicas serológicas utilizadas en la identificación del alimento 

sanguíneo de artrópodos son, básicamente, la prueba de precipitación 

(5), la técnica de fluorescencia (46), el método de cristalización de 

hemoglobina (47) y la técnica de inhibición pasiva de hemaglutinación 

(48). 	A pesar de la adaptación de estos métodos serológicos para la 

identificación de alimentos sanguíneos, la prueba de precipitación es 

la técnica más utilizada. 

G. Prueba de precipitación en gel.  

Se han utilizado cuatro métodos de precipitación que son las prue- 

bas de "anillo" (45), en tubo capilar (49), de difusión en agar (50) 

y en microplaca (51). 

La prueba de anillo y de tubo capilar son muysimilares; en estas 
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pruebas la suspensión del alimento sanguíneo se coloca sobre un anti-

suero y sólo difieren en el tamaño del tubo que se utiliza para la reac 

ción. 	En la prueba de anillo se utiliza un tubo de ensayo pequeño, 

mientras que en el método capilar se utiliza un tubo de hematocrito. 

En ambos sistemas una reacción positiva da lugar a la formación de un 

precipitado en la interfase de los dos reactivos. 	En la prueba de a- 

nillo se forma claramente un anillo, y en la capilar, una nebulosidad. 

La desventaja de estas pruebas es que requieren cantidades significa-

tivas de ambos reactivos, más tiempo y cuidado para la colocación ma- 

nual de los mismos. 

La prueba de precipitación en gel actualmente es la más utilizada 

para la identificación de alimentos sanguíneos de artrópodos hematófa- 

gos (7, 10, 20). 	Como se requiere un alto grado de sensibilidad de 

la prueba serológica, ya que en la mayoría de los casos el insecto con-

tiene una proporción muy pequeña de las proteínas identificables ade-

más de un volumen limitado de sangre ingerido por el insecto y una ve 

locidad alta de digestión de las proteínas identificables, es necesario a 

plicar pruebas serológicas con un alto grado de sensibilidad. 	La velo- 

cidad de digestión varía considerablemente entre insectos (Cuatro 1) 

(4). 	En promedio, según trabajos realizados por Weitz (5), la captu- 

ra de mosquitos debe hacerse entre las 24 horas subsiguientes a la a-

limentación del insecto para tener resultados confiables y poder identi 

ficar al hospedero en el que se alimentó el vector. 

Una reacción positiva en la prueba de precipitación en gel se indi 

ca por la formación de una banda de precipitación. 	La sensibilidad de 

la prueba serológica también es un requisito necesario para poder iden 
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tificar varios hospederos de un extracto sanguíneo. 	Además de la - 

sensibilidad, la prueba serológica debe tener especificidad que es ne-

cesaria para identificar las diferentes fuentes de alimentación sanguí- 

nea, o sea los diferentes hospederos posibles. 	La identificación es 

relativamente simple en los casos en que los posibles hospederos no es 

tán relacionados zoologicamente. 	Los antígenos, como las proteínas 

séricas de diferentes especies, son serológicamente distinguibles. 	En 

general, sin embargo, entre más cercanas se encuentren dos especies 

de hospederos en el árbol filogenético, lo más cercanamente están re- 

lacionados sus constituyentes antigénicos (Cuadro 2) (2). 

Una de las desventajas que tiene la prueba de precipitación en 

gel es que se requiere de mucho tiempo para la preparación de las pla 

cas con agar; pero por otra parte, sí permite almacenar en forma per-

manente los resultados ya que una vez terminada la prueba, las placas 

se secan y se tiñen, preservándose así indefinidamente los resultados. 

Se ha encontrado, sin embargo, que éste método es menos sensible que 

el de precipitación de tubo capilar (52). 

H. 	Prueba del ensayo inmunoadsorbente de la enzima conjugada (ELI- 

SA).  

La necesidad de un método tanto específico como lo suficientemen- 

te sensible para la identificación de alimentos sanguíneos y diferenciar 

varios hospederos, ha llevado a los investigadores a adoptar el "ensa-

yo inmunoadsorbente de la enzima conjugada (ELISA)", para este tipo 

de prueba (27). 	Este método se basa en el uso de anticuerpos y an- 

tígenos que están unidos a una superficie acarreadora insoluble. 	Esta 

superficie sensibilizada se usa para la "captura" del antígeno o anticuer 
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po relevante en la solución a analizar, y el complejo es detectado por 

una enzima conjugada al anticuerpo o al antígeno. 	La degradación del 

substrato de la enzima se mide fotométricamente y es proporcional a la 

concentración del anticuerpo o antígeno desconocido en la solución 

analizada (26). 

1. Métodos de ELISA.  

a. ELISA indirecto. 	En términos generales consiste en la 

adhesión de las muestras en estudio a una fase sólida, como la 

placa de poliestireno, por medio de una solución tamponada, por 

ejemplo, de carbonatos; si en la muestra existe el antígeno, éste 

se adhiere a la pared de los pocillos de las placas de poliestire- 

no. 	Luego se adiciona un suero que contiene el anticuerpo 

al antígeno en prueba, el cual se une al antígeno preadsorbido; se 

lavan los componentes en exceso del suero y luego se adiciona la 

antiglobulina marcada con la enzima (conjugado). 	El conjugado 

se une al complejo antígeno-anticuerpo adsorbido a la superficie 

acarreadora y la cantidad de conjugado unido se mide por la can- 

tidad de substrato degradado (Figura 1). 

b. ELISA indirecto de captura. 	En esta variación del mé- 

todo se utilizan inmunoglobulinas específicas al antígeno para sen 

sibilizar la superficie acarreadora o las placas de poliestireno. Lue 

go se incuba la solución que contiene el antígeno en la superficie 

sensibilizada y el exceso de solución se lava. 	A continuación se 

adiciona el conjugado que consiste del anticuerpo dirigido al antí 

no en prueba, marcado con la enzima; éste se une al antígeno ya 

"capturado" por la placa sensibilizada. 	El exceso de conjugado 
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se lava después del tiempo de incubación y la cantidad unida se mide 

por la cantidad de substrato degradado (Figura 2). 

2. Parámetros de la Prueba de ELISA.  

Los tiempos y temperaturas óptimas de incubación para cada 

sistema son fáciles de determinar en base a prueba y error. 	Pe 

ro por conveniencia, las placas son sensibilizadas usualmente toda 

la noche a 4°C y la muestra y conjugado se incuban a temperatu- 

ra ambiente durante dos horas cada uno. 
	El procedimiento de 

lavado es crítico y es importante asegurar que todos los pocillos 

o tubos se traten de la misma manera (26). 

3. Conjugados. 

Algunos investigadores se inclinan por utilizar la fosfatasa al-

calina como la enzima marcadora ya que tiene alta actividad espe- 

cífica, el substrato no es tóxico y es más barato. 	Así mismo, la 

peroxidasa de rábano de caballo también es una enzima adecuada 

para formar el conjugado; tiene una alta actividad y es más bara-

ta que la fosfatasa alcalina, aunque tiene el riesgo de ser relati- 

vamente carcinogénica (26). 	Sin embargo, la enzima que se uti- 

lice es de elección personal. 

4. Resultados.  

Los resultados pueden interpretarse de una forma visual, sien 

do positivos los pocillos donde aparezca la coloración debida a la 

degradación del substrato. 	Si se hacen lecturas fotométricas se 

toma como positivo todo valor superior al valor que da la media 

de los controles negativos más tres veces la desviación estándar. 
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I. 	Producción de Antisuero. 

En cualquiera de las técnicas anteriormente mencionadas se regule 

re de la preparación de un antisuero específico al antígeno a detectar- 

se. 	Sin embargo, entre los problemas más importantes de la inmuno- 

logía se encuentra la producción de antisueros, el del manejo de anima-

les experimentales y la selección de una especie animal para la inmuni- 

zación. 	Generalmente, los conejos se utilizan para la producción de 

anticuerpos precipitables; es importante saber que ciertas especies o 

razas de conejos son mejores productoras de anticuerpos que otras. 

Por ejemplo las razas "Nueva Zelandia" y "Dutch" son superiores a las 

razas pequeñas o criollas utilizadas comercialmente como fuentes de ali- 

mento (1). 	Además, es muy difícil establecer un dosis única y óptima 

capaz de inducir la mejor respuesta inmune, pues ésta dependerá del 

antígeno y de la especie de animal utilizada para producir el antisuero. 

Se ha observado que las dosis pequeñas y las muy elevadas de antíge-

no no producen títulos apreciables de anticuerpos, sino que más bien 

inducen un estado llamado tolerancia inmunológica o falta de respuesta. 

Las vías de inoculación del antígeno en conejos permiten indicar 

que la cantidad de anticuerpos producidos será mayor si la administra-

ción es por las vías subcutánea é intramuscular, intermedia si es por 

las vías intraperitoneal y del cojinete plantar y menos efectiva si es in 

tradérmica e intravenosa (1). 	A pesar de lo anterior, hay antígenos 

que inyectados intravenosamente inducen una buena respuesta de anti-

cuerpos, por ejemplo, los neumococos y en general las bacterias y otros 

antígenos insolubles debido a su estado físico particular. 

Cuando a un animal se le inyecta un antígeno por primera vez de- 
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be tenerse en cuenta que los anticuerpos no aparecen de inmediato si-

no que su formación va precedida de un cierto tiempo de latencia, va-

riable según la especie animal utilizada, la vía de administración y de la 

sensibilidad de la técnica utilizada para la detección de los anticuerpos. 

En cualquiera de los casos, esta respuesta primaria es muy pequeña. 

Si pasado cierto tiempo se administra una segunda inyección de antíge-

no se obtendrá una respuesta secundaria caracterizada por un tiempo 

de latencia menor y una concentración de anticuerpos mayor y más per- 

sistente. 	Si se hacen inoculaciones a intervalos regulares se observa- 

rá al principio una rápida caída de la concentración de los anticuerpos 

circulantes, debida a la combinación inmediata de los mismos con el an- 

tígeno inyectado. 	Posteriormente, se obtiene una elevación en la con- 

centración total de los anticuerpos (1). 

La edad del animal es un factor importante en la respuesta. 	Se 

ha visto que en animales de laboratorio la capacidad de inducir una res 

puesta inmune aparece de 8 a 15 días después del nacimiento (1). 	La 

capacidad de sintetizar anticuerpos está relacionada con el estado de ma- 

durez o inmadurez del aparato inmunológico. 	Si se inyecta un antí- 

geno durante el período embrionario o inmediatamente después del naci-

miento, se produce el fenómeno conocido como tolerancia inmunológica 

(que también se puede producir en el adulto, variando la dosis de an- 

tígeno). 



III. MATERIALES Y METODOS 

A. Preparación de antígeno. 

Los antígenos se obtuvieron de fuentes comerciales (SIGMA Che-

mical Co., St. Louis, MO. E.E.U.U.). Antígeno A = albúmina huma-

na fracción V (SIGMA No. A-1653 Lot. 35F-9432) y Antígeno B = Albú 

mina bovina fracción V (SIGMA No. A-8022 Lot. 109C-0400). 

B. Preparación de antisueros. 

Se prepararon sueros de conejo anti-albúmina humana y antí-albú 

mina bovina en conejos blancos "Nueva Zelandia" de aproximadamente 

un año de edad y con un peso promedio del conejo #1 = 2260 gramos 

(hembra), y el peso del conejo #2 = 2218 gramos (macho). 	El conejo 

#1 se inmunizó con una solución de 600 ug/mL de albúmina humana di-

luida en solución salina 0.15 M; el conejo #2 se inmunizó con una solu-

ción de 600 ug/mL de albúmina humana diluida en solución salina 0.15M. 

Antes de que los conejos 	fueran inmunizados se tomó apro- 

ximadamente un mililitro de sangre de ambos conejos como suero pre- 

inmune control. 

1. 	Primera inmunización. 	Se tomó 1 mL de la solución de al- 

búmina y 1 mL de adyuvante de Freund completo (SIGMA, 

No. F5881). 	Se preparó una emulsión y se inyectaron los co- 

nejos con 0.3 mL por vía subcutánea a nivel de ambas escápulas 

y con 0.7 mL por vía intramuscular en las caras posteriores de 

los muslos. A los 42 días despues se les administró el primer re 

fuerzo. 
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2. Primer refuerzo. 	Se tomó 1 mL de la solución de albúmina 

y 1 mL de adyuvante de Freund incompleto (SIGMA, No.F 5506). 

Se preparó una emulsión y se inyectó de igual forma que en la 

primera inmunización. 	A los 28 días después se les administró 

el segundo refuerzo. 

3. Segundo refuerzo. Se tomó 1 mL de la solución de albúmina 

y 1 mL de adyuvante de Freund incompleto, se preparó una emul-

sión y se inyectaron los conejos con 0.5 mL por vía subcutánea a 

nivel de ambas escápulas y 0.5 mL por vía intramuscular en las 

caras posteriores de los muslos. 	A los 41 días después se les 

administró el tercer refuerzo. 

4. Tercer refuerzo. 	Se repitió exactamente lo mismo que en el 

segundo refuerzo. 	Antes de cada inmunización se sangraron los 

conejos y se determinó el título del antisuero obtenido. (En el Cua 

dro 3 se presentan las fechas de inmunizaciones y sangrados de 

los conejos). 

C. 	Sangrado de los conejos. 

El día que los conejos eran sangrados se les retiró la comida por 

lo menos dos horas antes del sangrado. 	Los conejos se sangraron cor 

tando la vena periférica de la oreja y se obtenían aproximadamente 	- 

10 mL de sangre. 	Cuando se obtuvo un título de 1:8, los sangrados 

subsiguientes se hicieron por punción cardíaca 15 días después del úl-

timo refuerzo. 

Para separar el suero de la sangre se siguió la siguiente metodo- 

logía: 

La sangre se recolectó en tubos de vidrio cónicos (30 mL) para e- 
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vitar hemólisis; la sangre recolectada se dejó coagular a temperatura 

ambiente durante 2 horas, luego con una varilla de madera se separó 

el coágulo de las paredes y se dejó reposar durante la noche a 4 °C. 

Luego se centrifugó la sangre durante 20 minutos a 2000 rpm por me-

dio de una centrífuga clínica y el suero sobrenadante se transfirió por 

medio de una pipeta Pasteur a frascos de tapón de rosca debidamente 

rotulados y se almacenaron a -20 °C. 

Al final, se preparó una mezcla de la combinación de todos los sue 

ros obtenidos y se almacenó en alícuotas de 5 mL; y a cada alícuota se 

le añadió 2 uL de una solución (1g/mL) de ti merosal (SIGMA, No. 

T-5135). 

El título de los sueros se determinó por la técnica de inmunodifu-

sión en gel por el método de Ouchterlony. 

D. 	Técnica de inmunodifusión en gel. 

1. Preparación de placas con agar. Se utilizaron portaobjetos de 

7.6 cm x 5.0 cm y se cubrieron con una capa muy delgada de agar 

de precubrimiento (0.2% de agarosa en solución tamponada de bar- 

bital sódico 0.1 M, pH 8.6). 	Una vez seco el agar se colocaron 

5 mL de agar de difusión (0.9% agarosa en solución tamponada de 

barbital sódico 0.1 M, pH 8.6) en el centro de la placa tratando 

que el agar quedara uniformemente distribuído y dejando aproxi-

madamente un grosor de 3 mm. Se esperó que gelificara el agar y 

luego se guardaron las placas dentro de cámaras de humedad (ca-

jas plásticas con tapadera y con esponjas humedecidas con agua 

destilada) en refrigeración hasta que fueron usadas; no se al-

macenaron por más de 5 días. 
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a) Preparación del agar de precubrimiento. Se pesaron 0.2 g 

de agarosa (Bio-Rad Laboratories, Rockville Centre, N.Y. E.E. 

U.U. cat. 162-0100) y 0.0001 g de timerosal (SIGMA, No. T-5125) 

y se colocaron en un erlenmeyer de 125 mL. 	Luego se añadieron 

50 mL de una solución tamponada de barbital sódico 0.1 M, pH 8.6 

y 49.8 mL de agua destilada. 	Esta solución se dejó ebullir con 

agitación contínua. 	Una vez ebullida la solución se distribuyó 

en tubos de ensayo con tapón de rosca y de 16 x 125 mm. Cuan 

do estos se enfriaron se almacenaron a 4 °C. 

b) Preparación del agar de difusión. Se pesaron 0.9 g. de a-

garosa y 0.0001 g de timerosal; se colocaron en un erlenmeyer de 

125 mL y se añadieron 99.1 mL de una solución tamponada de bar- 

bital 0.1 M, pH 8.6. 	Esta solución se llevó a ebullición con agita 

ción contínua. Luego se distribuyeron aproximadamente 12 mL de 

agar de difusión en cada tubo de ensayo, del mismo tipo utilizados 

para almacener el agar de precubrimiento. 	Una vez fríos se al- 

macenaron a 4 °C. 

Cada vez que se necesitaban placas para inmunodifusión, se licua 

ban ambos tipos de agar en baño de agua a 100 °C y luego se 

disminuía la temperatura a 50 0C antes de usar el agar. 

c) Preparación de la solución tamponada de barbital 0.1 M, pH  

8.6. Se pesaron 1.38 g. de 5,5' - dietilbarbitúrico (SIGMA, No. 

B-0375), 7.7 g de sal sódica de barbital (SIGMA, No. B-0500), y 

0.0005 g. de timerosal (SIGMA, No. T-5125). Se agregó agua 

destilada y se aforó a 500 mL; se midió el pH y se ajustó a 8.6 

cuando fue necesario. 
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d) Perforación de pocillos. 	Se instaló un Kitasato como trampa 

conectado a la llave de vacío y al perforador. 	El perforador u- 

tilizado fue el "Gel Punch Set" (Bio-Rad, catálogo #170-4030) con 

diámetro externo de 2.0 mm. 	Se utilizó un patrón plástico con 

un pocillo en el centro y seis alrededor con los siguientes diáme-

tros: 2.5 mm de cada pocillo y una distancia de 6 mm entre el 

centro del pocillo del centro al centro de cualquiera de los poci- 

llos del alrededor. 	Por placa se perforaron cuatro patrones 

(Figura 3). 	En cada pocillo se depositaron 7 uL de líquido. 

2. 	Coloración de láminas. 	Una vez se tienen los resultados 

pueden hacerse más obvios si se colorea la lámina con el coloran- 

te para proteínas Amido Black. 	Las láminas se colocaron en una 

bandeja y se cubrieron con solución salina 0.15 M por 24 horas 

en refrigeración. 	Luego se colocaron las placas en otra bandeja 

y se cubrieron con agua destilada durante 2 horas. Se sacaron 

las placas de la bandeja y cada placa se cubrió con papel filtro 

Whatman #1 y se dejaron secar en un horno a 37 °C. 	Totalmen- 

te secas las láminas se removió el papel filtro y se lavaron con a-

gua destilada a manera de quitar cualquier residuo de papel. Las 

láminas se colocaron en una bandeja y se cubrieron con el coloran 

te (Amido Black). 	La bandeja se colocó sobre un agitador a agi 

tación rotacional lenta durante 20 minutos. 	Cumplido el tiempo, 

se sacaron las placas del colorante y se lavaron con agua desti- 

lada. 	Si la coloración era muy intensa, debe usarse la solución 

decolorante. 	Se dejaron secar las láminas y se hizo la segunda 

lectura de las bandas de precipitado. 



a) Preparación del colorante (Amido Black). Se pesaron 

0.2 g de Naftalina Negra. 	A esto se le agregó 100 mL de alco- 

hol metnico, 20 mL de ácido acético glacial y 100 mL de agua des-

tilada. Se agitó bien y se guardó en un frasco obscuro. 

b) Solución decolorante. Se mezclaron 500 mL de alcohol 

metnico, 100 mL de ácido acético glacial y 500 mL de agua desti- 

lada. 	La solución se almacenó en un frasco obscuro a tempera- 

tura ambiente. 

E. Determinación del título de los antisueros utilizados. 

En cada pocillo de las placas de inmunodifusión se colocaron 7 uL 

de una solución de 600 ug/mL diluida 1:2 de los antígenos (albúmina 

bovina, albúmina humana) en el pocillo del centro. En los pocillos del 

alrededor se colocaron diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 

1 : 64 de los antisueros. 	Como antígeno también se utilizó suero huma- 

no y suero bovino fetal diluídos 1:16. 	Las diluciones se hicieron en 

solución salina 0.15 M. 

F. Identificación de las ingestas de sangre de Anopheles albimanus. 

Las hembras del género Anopheles albimanus procedentes de un 

insectario fueron alimentadas a saciedad tanto en bovinos como en hu-

manos. 

1. 	Impregnaciones de contenidos abdominales. Aproximadamen- 

te 100 hembras se sacrificaban cada 12 horas, despues de haber 

ingerido una alimentación de sangre, colocándolas en el congela-

dor a -20 ti. Después se extrajo el contenido abdominal prensan 

do al mosquito entre dos partes de un papel filtro Whatman #1, 

quedando dos impregnaciones en el papel por mosquito. De esta 
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manera se prepararon lotes de 10 mosquitos cada uno, que fueron 

alimentados y procesados a las 0, 12, 24, 36, 48 y 60 horas de di 

gestión, que es el tiempo posterior a la ingesta inicial de sangre. 

Una vez hechas las impregnaciones se dejaban secar los papeles 

filtro por una noche a temperatura ambiente y luego eran almace-

nados en bolsas plásticas con cloruro de calcio (CaCl2), en botes 

de cartón y en el congelador a -20 oc. 

Los resultados en este estudio se basaron en una impregnación por 

mosquito, excepto en donde se indique lo contrario. 

2. 	Extracción de las impregnaciones y concentración de antisue- 

ro. 	La extracción del contenido abdominal del papel fil-- 

tro se hizo de la siguiente manera, tomando una impregnación por 

mosquito: Las impregnaciones en el papel filtro fueron cortadas 

con un perforador para papel con círculos de un diámetro aproxi-

mado de 5mm y colocadas dentro de los pocillos de cajas de micro-

dilución. 	Luego se añadió un volumen determinado de una solu- 

ción tamponada de fosfatos 0.01M, pH 7.2 a cada pocillo. 	Los pa- 

peles filtros se eluyeron a temperatura ambiente por 1 hora. 

El volumen de elución y la concentración del antisuero a utilizar 

se determinó de acuerdo al siguiente procedimiento: 

Se procesaron placas de inmunodifusión con el suero diluido 1:2 

y 1:4 con solución salina yrs. impregnaciones en papel filtro de 

mosquitos alimentados y procesados inmediatamente y eluídos en 

50, 100, 250 y 500 uL de.solución salina 0.15 M. 	Como contro- 

les negativos se utilizaron mosquitos no alimentados pero procesa-

dos de igual forma como ya se describió anteriormente, mosquitos 



-26- 

alimentados en cobayo y mosquitos alimentados en bovino o huma-

no, dependiendo de qué antisuero se estuviera analizando. Se e-

luyeron los contenidos de 20 mosquitos en pocillos de una placa de 

microdilución. 	De las muestras y antisueros se colocaron 7 uL en 

los pocillos de la placa de inmunodifusión (Figura 4) utilizando u-

na pipeta digital Eppendorff de 2-10 uL. 

G. 	Purificación de la fracción IgG de la gama-globulina. 

A 1 mL de suero de conejo anti-albúmina (humana o bovina) se le 

añadió 4 mL de agua destilada. 	Luego se agregó lentamente 7 mL de una 

solución saturada de sulfato de amonio. 	Se dejó una hora a temperatura 

ambiente y con agitación contínua. 	Se centrifugó 10 minutos a 3500 

rpm por medio de una centrífuga clínica. 	El precipitado se disolvió en 

1 mL de 1/2 X PBS (solución tamponada de fosfatos 0.01 M, pH 7.2) y 

se introdujo en una membrana de diálisis, que previamente se había tra- 

tado con agua destilada llevada a ebullición. 	Se dializó 3 veces 	en 

500 mL de 1/2 X PBS, cada diálisis de 4 horas y a temperatura ambien- 

te con agitación constante. 	El contenido de la membrana de diálisis se 

pasó a través de una columna de cromatografía de intercambio íonico 

DEAE-Sephacel (SIGMA, No. 1-6505 Lot. 101F-0616) tratada de la si-

guiente manera: del DEAE disuelto en etanol al 28% se midieron 10 mL, 

se colocaron en un vaso de precipitar de vidrio y se lavaron con agua 

destilada, agitándolo suavemente en espiral con 20 mL de agua. Luego 

se decantó y se descartó la parte líquida. 	Este procedimiento se repi- 

tió unas diez veces con agua destilada y unas cinco con 1/2 X PBS. Al 

terminar el lavado, se llenó la columna con el DEAE y se equilibró con 

1/2 X PBS, esto quiere decir, que se dejó correr 1/2 X PBS por la co- 
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lumna hasta que el eluido que se obtuvo de la columna tuvo el mismo 

pH que 1/2 X PBS. 

Antes de introducir el dializado se llevó el menisco del líquido al 

borde del DEAE, suavemente se colocó el dializado en la columna y nue-

vamente se llevó el menisco del líquido al borde del DEAE y el eluido 

que se obtuvo se desechó. 

Cuidadosamente se llenó la columna con PBS, y se recolectaron 20 

fracciones de 1 mL cada una de eluídos de la columna en tubos separa- 

dos. 	Se tomó la lectura espectrofotométrica en densidad óptica (DO) 

a 280 nm de cada tubo. 	La lectura se hizo con el espectrofotómetro 

Spectronic 21 (Bausch and Lomb modelo 21). 	Se procesaron dos colum- 

nas para anti-albúmina humana y dos para anti-albúmina bovina (Cuadro 

4). 	Para concentrar la fracción de gama-globulina eluída de la colum- 

na, se liofilizaron los contenidos de los tubos 4 al 17 del antisuero hu-

mano (columna 1); del 3 al 20 del humano (columna 2); del 4 al 15 del 

bovino (columna 1); y del 4 al 20 bovino (columna 2). 

Se combinaron los diferentes liofilizados tanto para los antisueros 

humanos como para los de bovino. 	Luego se prepararon las siguientes 

soluciones: 	Se pesaron 0.11564 g del liofilizado anti-albúmina humana 

y se diluyó en 2 mL de PBS. 	Se pesaron 0.10340 g del liofilizado an- 

ti-albúmina bovina y se diluyó en 2 mL de PBS. 

Para estandarizar las cantidades de proteínas que se iban a utili-

zar en la técnica de ELISA se determinó la concentración de proteína 

tanto de los antisueros producidos anti-albúmina humana, anti-albúmi-

na bovina como de los siguientes antisueros comerciales: Antisuero en 

conejo anti-albúmina humana (Cappel, Cat. No.0101-0342 Lot. No.26003), 
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antisuero en cabra anti-albúmina humana conjugada con peroxidasa 

(Cappel, Cat. No. 3201-0341 Lot. No. 25839), antisuero en conejo frac 

ción IgG anti-albúmina bovina con peroxidasa (Cappel, Cat. No.3202-  

0342 Lot. No. 24289), antisuero en cabra fracción IgG anti-IgG huma-

na (TAGO, Cat. No.4100 Lot. No. 00-42-02), antisuero en cabra frac-

ción IgG anti-IgG humna conjugada con peroxidasa (SIGMA, Lot. No. 

65F-8870), antisuero en conejo anti-IgG bovina (Cappel, Cat. No.0102- 

0082 Lot. No. 23545), antisuero en conejo fracción IgG anti-IgG bovina 

conjugada con peroxidasa (Cappel, Cat. No. 3202-0082 Lot No. 27903) 

todos por el método de "Bio-Rad" que se base en el procedimiento de 

Bradford. 

H. 	Determinación de la concentración de Proteína. 

Se preparó una curva de calibración de 5 a 50 ug/mL a partir de 

una solución de referencia de 1.4 mg/mL de gama-globulinas bovinas. 

Se tomó 200 uL de la solución de referencia y se le añadió 5.4 mL de 

PBS y se preparó la siguiente curva: 



CURVA DE CALIBRACION PARA PROTEINAS 

Tubo # PBS 
(uL) 

Sol. 6'-Globulina 
(uL) 

Concentración 
Final 	(ug /mL) 

1 1,000 0 0 

2 900 100 5 

3 800 200 10 

4 700 300 15 

5 600 400 20 

6 500 500 25 

7 400 600 30 

8 300 700 35 

9 200 800 40 

10 100 900 45 

11 0 1,000 50 

Las muestras se prepararon de la siguiente forma: 

Se tomaron 2 uL de los antisueros y se diluyeron en 998 mL de PBS. 

De estas nuevas soluciones se colocaron 100 uL en triplicado en poci-

llos de cajas de microdilución de 96 pocillos y se les añadió 200 uL del 

colorante (Coomasie azul) para ensayo de proteína "Bio-Rad" (cat.500-  

0006) diluido 1:5 con agua destilada. 	Este mismo procedimiento se si- 

guió para la curva de calibración. 	Después de 10 minutos de haber 

agregado el colorante se leyó la densidad óptica a 595 nm. Para las 

-29- 
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lecturas se utilizó el "Minireader II" (Dynatech, Alexandria, VA, E.E. 

U.U., Cat No. 011-030-0125). 

I. 	Técnica de ELISA. 

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano 

(Immulon 2, Dynatech, Alexandria, VA, E.E.U.U.). Primero se colocó 

el anticuerpo de captura en un volumen de 50 uL/pocillo (los diferentes 

antisueros utilizados: anti-albúmina humana producida y comercial, an-

ti-albúmina bovina producida y comercial, anti-IgG humna y anti-IgG 

bovina) diluidos en solución tamponada de carbonatos 0.05 M. pH 9.6. 

Las concentraciones utilizadas para los antisueros se determinaron, se- 

gún se explica más adelante. 	Se incubaron las placas durante una no 

che a temperatura ambiente y en cámara de humedad. 	Luego, se lavó 

2 veces con PBS 0.01 M/Tween 20 0.05% (v/v) (PBS/T20) utilizando 

aproximadamente 250 uL por pocillo 	Se bloqueó con una solución 

PBS/TW 20 y 3% gelatina líquida ultra pura (Norland, No.1569 Lot. 

8753), utilizando 200 uL por pocillo; se incubó durante una hora a tem- 

peratura ambiente. 	Luego se agregó 50 uL/pocillo del antígeno (im- 

pregnaciones sanguíneas eluídas con PBS/TW 20 y 1% de gelatina). 

Más adelante se explica como se determinó el volumen de elución. Lue-

go se dejó incubar 2 horas a temperatura ambiente y se lavó 2 veces 

con PBS/TW 20 como la vez anterior. 	Se agregó 50 uL/pocillo del con 

jugado diluido en PBS/TW 20 y 1% de gelatina. Posteriormente se ex-

plica como se determinaron las concentraciones de los distintos conjuga 

dos. 	Luego se dejó incubar una hora a temperatura ambiente y se la 

vó 4 veces como las veces anteriores. 	Se añadieron 200 uL/pocillo de 

solución de trabajo de substrato de orto-fenilenediamina (OPD) (SIGMA, 
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P29029), se incubó en la obscuridad a temperatura ambiente y se le-

yó la densidad óptica a 490 nm en una lectora "Minireader II" a los 30 

y 60 minutos, después de haber añadido el substrato. 	La reacción 

puede detenerse si se desea con la adición de 25 uL/pocillo de H2SO4 

2 N. 	Se utilizaron pipetas digitales Eppendorff de 10 a 100 uL y de 

100 a 1000 uL. 

1. Preparación de solución de trabajo de substrato OPD. 

Se disolvieron 100 mg de o-fenilenediamina (OPD) (SIGMA, P29029) 

en 10 mL de metano!. 	Esta solución se prepara siempre en fres- 

co 10 minutos antes de ser utilizada. Se adicionó 1 mL de la so-

lución de OPD a 99 mL de acetato de sodio-ácido acético 0.05 M, 

pH 4.5 y 10 uL de H202 al 30%; esta es la solución de trabajo 

del substrato. 

2. Preparación de solución tamponada de carbonatos 0.5 M, pH  

9.6.  

Solución A: 0.2 M Nal CO3 anhidro (21.2 g/L). 

Solución B: 0.2 M NaHCO3 	anhidro (16.8 g/L). 

Se mezclan 32 mL de la solución A + 68 mL de la solución B y se 

ajusta el pH a 9.6 si es necesario. 

3. Concentración de anticuerpo de captura, conjugado y volu-

men de elución. 

Para establecer las concentraciones de anticuerpo de captura, con 

jugado y volumen de elución del antígeno se procesaron placas en 

las que se variaba simultáneamente cada uno de estos valores. 

Por ejemplo, se procesaron placas donde la concentración del an-

ticuerpo de captura era 100 ng/pocillo, 1 ug/pocillo y 10 ug/po 
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pocillo. Se utilizaron volúmenes de elución para el antígeno de 

10, 250, 500, y 1000 uL. 	Las concentraciones de conjugado fue 

ron de 100 ng, 1 ug y 10 ug (ver distribución de la placa en la 

Figura 5). 	De esta manera se procesaron diferentes placas com- 

binando los rangos de concentración, hasta encontrar la que die-

ra la mayor discriminación entre los controles positivos y negati- 

vos (Cuadro 11). 

Como controles positivos se utilizaron los mosquitos alimentados en 

humano o bovino, con O horas de digestión. 	Como controles nega 

tivos, mosquitos sin ingesta de sangre y mosquitos alimentados en 

humano o bovino, dependiendo del anticuerpo de captura que se 

estuviera analizando. 	Los controles fueron eluídos en 250 uL de 

PBS/TW 20 + 1% de gelatina, como control negativo también se u- 

tilizó PBS. 

4. 	Reproducibilidad de la técnica de ELISA. 

Para determinar si existe reproducibilidad entre placas se proce-

saron tres placas de ELISA por cada uno de los antisueros en es-

tudio a las concentraciones óptimas establecidas (Cuadro 11). Co 

mo antígeno se utilizó mosquitos alimentados en humanos o bovinos, 

procesados inmediatamente después de la alimentación. 	Como con- 

troles negativos de utilizaron mosquitos no alimentados pero pro-

cesados de igual forma que los alimentados, mosquitos alimentados 

en humano o bovino dependiendo del antisuero que se estuviera 

analizando (estos mosquitos también se procesaban inmediatamen- 

te después de ser alimentados) y PBS. 	Todos los mosquitos u- 

tilizados fueron eluídos en 1000 uL de PBS. 	Por placa se utili- 
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zaron lotes de 10 mosquitos y 4 réplicas de cada uno (ver Figura 

6 para distribución de placa). 

5. Tiempos de Digestión. 

Los tiempos de digestión analizados fueron 0, 12, 24, 36, 48 y 60 

horas después de la ingesta de sangre. 	Esto significa que los 

mosquitos fueron alimentados y procesados después de los diferen- 

tes tiempos mencionados. 	Por placa se procesaron lotes de 10 

mosquitos para cada tiempo (Figura 6). 	Pero un mismo mosquito 

era analizado el mismo día tanto por el método de ELISA como por 

el de inmunodifusión, y dentro de cada método se analizaba con 

los antisueros a IgG, albúmina producida y albúmina comercial, ya 

fuera para bovino o humano, dependiendo en qué hospedero había 

sido alimentado el mosquito. 

Para la técnica de inmunodifusión las impregnaciones de los mos-

quitos fueron eluídas en 50 uL y para la técnica de ELISA las 

impregnaciones de los mosquitos fueron eluídas en 250 uL. 

6. Mosquitos recolectados del campo. 

Se procesaron mosquitos de las localidades Los Angeles, Los Cha-

tos y La Empalizada, que pertenecen al municipio de la Gomera, 

Escuintla, Guatemala. 	La captura de los mosquitos de las tres 

localidades se hizo extra domiciliar con trampa de luz durante las 

horas del día. 

Las características de las localidades son las siguientes: 

Los Angeles:  Es una zona ganadera, con varias parcelas y muy 

pocas casas, alrededor de 5 casas, en una extensión amplia de te-

rreno donde hay mucho ganado bovino. 
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Los Chatos: Es una zona ganadera. 	Por ser una aldea tiene 

la cualidad de que todas las casas están concentradas en un só- 

lo lugar. 	Los corrales de ganado no se encuentran cerca de 

la aldea sino que a los alrededores. 	Por otro lado, se ha ob- 

servado que los criaderos de los mosquitos se encuentran en la 

periferia de la aldea. 

La Empalizada: No es una zona ganadera. 	Esto quiere decir 

que si hay ganado presente, no se encuentra en las cantidades 

que puede darse en las otras regiones ganaderas. 

De cada localidad se analizaron 63 mosquitos. 	Como anticuerpo 

de captura se utilizó anti-IgG humano y anti-IgG bovino. 	De 

estos mismos mosquitos se tienen también los resultados obtenidos 

por inmunodifusión, utilizando antisuero humano y antisuero bovi 

no. 



IV. RESULTADOS 

A. Determinación del título de los antisueros.  

El título es la dilución máxima del antisuero para la cual se lle-

ga a obtener una reacción positiva. 	Se determinó el título de los an- 

tisueros obtenidos de los conejos inmunizados con albúmina humana y 

bovina y de los antisueros comerciales anti-suero humano y anti-suero 

bovino, contra albúmina humana, suero humano, albúmina bovina y sue 

ro bovino fetal (Cuadros 5 y 6). 	El título obtenido por el método de 

Ouchterlony en antisueros producidos con albúmina humana y bovina 

fue de 1:8 mientras que los títulos de los sueros comerciales fueron de 

1:2 y 1:4, respectivamente. 

B. Determinación del volumen de elución de las impregnaciones en pa- 

pel filtro. 

Para el método de inmunodifusión se observaron bandas muy cla-

ras cuando el volumen de elución fue de 250 uL, tanto para mosquitos 

alimentados en bovino como humano. 	Pero en ambos casos las bandas 

fueron más densas para la dilución de antisuero 1:2. 	En las placas 

1-4 (Cuadro 7) las reacciones fueron positivas, pero en lugar de obser 

varse bandas se observaron halos anchos. 

En el caso de los sueros comerciales sólo se tienen resultados cla-

ros para los volúmenes de elución de 50 y 100 uL mientras que en el 

de 250 uL los resultados de precipitación son menos densos. 	Por lo 

tanto, para los sueros comerciales se eluyó la impregnación del mosqui-

to en 50 uL y se evaluó con el antisuero diluído 1:2 y para los anti-

sueros producidos se utilizaron las impregnaciones eluídas en 250 uL 
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con el antisuero a la misma concentración (1:2) . 

C. Determinación de la concentración de proteína de los sueros utili- 

zados. 

En los Cuadros 8 y 9 se observan las lecturas espectrofotométri-

cas en densidad óptica promedio de las dos curvas de calibración para 

proteína (Gráficas 1 y 2 para las rectas de regresión). 

Con la Curva de la Gráfica 1 se obtuvo la concentración de pro- 

teína de los antisueros anti-albúmina humana comercial, anti-IgG huma- 

no con peroxidasa y anti-IgG bovino. 	Con la Curva de la Gráfica 2 

se obtuvo la concentración de proteína de los antisueros anti-albúmina 

humana producida, anti-albúmina humana conjugada con peroxidasa, an-

ti-IgG humano, anti-albúmina bovina producida, anti-albúmina bovina 

comercial, anti-albumina bovina conjugada con peroxidasa y anti-IgG 

bovino conjugada con peroxidasa. 	Los resultados de concentración 

de proteína (mg/mL) de los antisueros se ilustran en el Cuadro 10, 

demostrando una amplia variación en las concentraciones de los anti-

sueros examinados (1.4-332.1 mg/mL). 

D. Determinación de la concentración de anticuerpo de captura, con- 

jugado y volumen de elución.  

Para determinar estos factores para los distintos antisueros ana-

lizados se hicieron gráficas en donde se contrastaron unidades de ab-

sorbancia o densidad óptica versus concentración de conjugado (ug/po 

cilio) para cada concentración de anticuerpo de captura. 	No se gra- 

ficaron los diferentes voluménes de elución, ya que las variaciones en 

éstos nunca fueron mayores de 0.05 unidades de densidad óptica, y 

ésta variación no es comparable con las variaciones que se dan con el 
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anticuerpo de captura y conjugado, que llegan a ser de 0.3 unidades 

de densidad óptica. 

La concentración de anticuerpo de captura y conjugado óptimas 

son aquellas en que la diferencia de las densidades ópticas de un pun-

to en la curva de los controles positivos con el punto correspondiente 

en la curva de los controles negativos da un valor máximo, consideran-

do también el ahorro de reactivos. 

- En la Gráfica 3.1 (página 86) podemos observar los resultados para 

IgG humana con anticuerpo de captura a 0.1, 0.5 y 1 ug/pocillo y 

conjugado a 0.1, 0.5 y 1 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 3.2 (página 87) podemos observar los resultados para 

IgG humana con anticuerpo de captura a 0.5 y 1 ug/pocillo y conju-

gado a 2, 3, 4 y 5 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 4.1 (pagina 88) podemos observar los resultados para 

albúmina humana producida con anticuerpo de captura a 0.1, 1 y 

10 ug/pocillo y conjugado a 0.1,1 y 10 ug/ pocillo. 

- En la Gráfica 4.2 (página 89) podemos observar los resultados para 

albúmina humana producida con anticuerpo de captura a 1, 2.5 y 5 

ug/pocillo y conjugado a 1, 2.5 y 5 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 4.3 (página 90) podemos observar los resultados para 

albúmina humana producida con anticuerpo de captura a 1, 2 y 3 

ug/pocillo y conjugado a 1, 2 y 3 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 5.1 (página 91) podemos observar los resultados para 

albúmina humana comercial con anticuerpo de captura 	a 1.5 y 10 

ug/pocillo y conjugado a 1, 5 y 10 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 6.1 (página 92) podemos observar los resultados para 
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IgG bovina con anticuerpo de captura a 1, 2.5 y 5 ug/pocillo y con 

jugado a 1, 2.5 y 5 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 6.2 (página 93) podemos observar los resultados para 

IgG bovina con anticuerpo de captura a 0.25, 0.5 y 1 ug/pocillo y 

conjugado a 0.25, 0.5 y 1 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 7.1 (página 94) podemos observar los resultados para 

albúmina bovina producida con anticuerpo de captura a 0.1, 1 y 10 

ug/pocillo y conjugado a 0.1, 1 y 10 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 7.2 (página 95) podemos observar los resultados para 

albúmina bovina producida con anticuerpo de captura a 1, 3 y 5 

ug/pocillo y conjugado a 1, 3 y 5 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 8.1 (página 96) podemos observar los resultados para 

albúmina bovina comercial con anticuerpo de captura a 0.1, 1 y 10 

ug/pocillo y conjugado a 0.1, 1 y 10 ug/pocillo. 

- En la Gráfica 8.2 (página 97) podemos observar los resultados para 

albúmina bovina comercial con anticuerpo de captura a 1, 3 y 5 

ug/pocillo y conjugado a 1, 3 y 5 ug/pocillo. 

Las concentraciones óptimas escogidas de anticuerpos de captura 

y conjugados en ug/pocillo se muestran en el Cuadro 11 (página 63) 

(se presentan en orden de combinación de parejas) así como también 

los volúmenes que se tomaban de los sueros y el volumen en que eran 

diluídos, para que 50 uL de las diluciones dieran las concentraciones 

óptimas establecidas. 	Las concentraciones óptimas establecidas 	se 

muestran en el Cuadro 11, oscilando los valores entre 0.25-5 ug/poci-

llo de acuerdo al tipo de antisuero utilizado. 
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E. Reproducibilidad de la técnica de ELISA. 

Para esta determinación se tomaron tres placas de ELISA por an- 

tisuero. 	Como para cada placa se analizaron 10 mosquitos independien 

tes, escogidos al azar de una población con 4 réplicas de cada mosqui- 

to, se aplicó un análisis de varianza anidado por cada antisuero; con 

esto se estableció si existía variación entre placas y dentro de una mis 

ma placa entre individuos. 	Sólo se presentan los cuadros del análisis 

de varianza para los antisueros a IgG humana, albúmina humana produ 

cida y albúmina humana comercial (Cuadro 12, página 64); y para IgG 

bovina, albúmina bovina producida y albúmina bovina comercial (Cua-

dro 13, página 65). 

Según los resultados del análisis de varianza (Cuadros 12 y 13) 

se obtiene que existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre pla 

cas y también existe diferencia entre mosquitos en una misma placa, pa 

ra todos los antisueros analizados. 

F. Resultados del volumen de elución y el tiempo de digestión de in- 

gestas de sangre. 

Primero se hizo una prueba de volumen de elución. Un mismo 

mosquito (la mitad de cada impregnación) fue eluído en 250 y 1000 uL 

y analizado con los antisueros de IgG bovino, albúmina bovina produci 

da y comercial (Cuadro 14, página 66). No se hizo análisis estadístico 

para mosquitos alimentados en humanos y evaluados con la prueba de 

ELISA. 

Se hizo un análisis de t de "Student" a los resultados del Cua-

dro 14 para determinar si existía una diferencia entre el volumen de e-

lución que se utilizara (250 o 1000 uL). 
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Volumen 250 uL 	 Volumen 1000 uL 

Casos = 	 18 	Casos = 	 18 

Media = 	 73.33% Media = 	 57.78% 

Desviación estándar = 	39.41 	Desviación estándar = 	45.83 

t (1,0.05 ) = 1.092 	 t (1,0.05) = 6.31 

Según esta prueba estadística la diferencia entre las medias no es sig- 

nificativa (p > 0.05). 

Este análisis se hizo para volúmenes de elución para el método de 

inmunodifusión; los valores brutos se muestran en los Cuadros 15-17 

(páginas 67-69). 	Para este método los volúmenes de elución utilizados 

fueron 50 y 250 uL y se analizó tanto para humano como bovino. 

HUMANO  

Volumen 50 uL 	 Volumen 250 uL  

Casos = 	 48 	Casos = 	 48 

Media = 	 50.00 Media = 	 36.88 

Desviación estándar = 	43.61 	Desviación estándar = 	44.73 

t (1, 0.05 ) = 	 1.46 	t (1,0.05) = 	 6.31 

BOVINO 

Volumen 50 uL 	 Volumen 250 uL 

Casos 
	 24 	Casos = 

	 24 

Media = 
	 42.92 Media = 

	 24.17 

Desviación estándar = 
	41.23 	Desviación estándar = 

	29.48 

t (1, 0.05 ) = 
	 1.82 	t (1,0.05) = 

	 6.31 



Como puede observarse de nuevo, la diferencia de las medias no 

es significativa. 	Aunque el resultado de la prueba estadística indica 

de que no hay diferencia (p > 0.05) entre los volúmenes de elución 

que se utilizaron, para el método de inmunodifusión, los mosquitos se 

eluyeron con 50 uL y para el método de ELISA con 250 uL; esto se es-

cogió así porque visualmente los valores positivos que se obtienen a 118 

y 60 horas de digestión a partir de los volúmenes menores de elución 

son más obvios que a los volúmenes mayores. 	Además, algunos de los 

mosquitos controles negativos presentan valores positivos, ésto se pue- 

de ver en los datos brutos (Cuadros 14-17, páginas 66-69). 	Como pa 

ra fines prácticos sólo interesa identificar el antígeno sanguíneo, los da 

tos de inmunodifusión se expresaron sólo como positivos o negativos, y 

para comparación todos los valores numéricos de densidad óptica de las 

placas de ELISA se tradujeron a positivos o negativos, tomando como 

positivo todo valor superior del valor que da la media de los controles 

negativos más tres veces su desviación estándar. 	Los datos brutos 

para la prueba de tiempo de digestión para inmunodifusión, se obser-

van en los Cuadros 18 y 19 (páginas 70-71), 20 y 21 (páginas 72-73) 

para ELISA. 

En base a estos resultados se desea establecer si existe alguna di 

ferencia en la sensibilidad de los métodos y dentro de cada método y 

si hay una diferencia en qué antígeno sanguíneo se está detectando 

(lgG o albúmina). Así mismo, se desea establecer si hay diferencia en-

tre los datos obtenidos para las albúminas producidas y las comercia- 

les. 	Para esto se hizo un análisis de varianza de dos vías y luego 

se aplicó el método de Duncan de comparaciones múltiples. 	Los resul 
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tados brutos de esta prueba se resumen en los Cuadros donde se presen 

ta el porcentaje total de mosquitos identificados con antígeno sanguíneo 

humano para cada método y antígeno utilizado (Cuadro 22, página 74 , 

para antígeno humano y Cuadro 23, página 75 , para antígeno bovino). 

Del análisis de las comparaciones múltiples se obtuvieron los si-- 

guientes resultados: 

1. COMPARACION DE ANTIGENO HUMANO DENTRO DE UN MISMO ME- 

TODO: 
Valor Valor 

1.A ELISA: 	 Obtenido Crítico 

IgG humana vrs albúmina humana producida 11.3 17.8 

IgG humana vrs albúmina humana comercial 20.0* 18.7 

Albúmina humana producida vrs. albúmina huma-
na comercial 8.7 17.8 

1.B 	INMUNODIFUSION : 

IgG humana vrs. albúmina humana producida 29.3* 17.8 

IgG humana vrs. albúmina humana comercial 29.7* 18.7 

Albúmina humana producida vrs albúmina huma-: 
na comercial 0.4 17.8 

2. COMPARACION DEL ANTIGENO HUMANO POR METODO: 

IgG humana por ELISA vrs IgG humana por 
inmunodifusión 66.0* 20.1 

Albúmina humana producida por ELISA vrs 
albúmina producida por inmunodifusión 25.4* 19.3 

Albúmina humana comercial por ELISA vrs. 
albumina humana comercial por inmunodifu- 
Sión 16.3 17.8 

* Diferencia significativa. 



-43- 

3. COMPARACION DE ANTIGENO BOVINO DENTRO DE UN MISMO 

METODO: 

3.1 ELISA: 

IgG bovino vrs albúmina bovina producida 

IgG bovino vrs. albúmina bovina comercial 

Albúmina bovina producida vrs. albúmina 

12.0 

13.0 

22.05 

23.22 

bovina comercial 1 22.05 

3.2 INMUNODIFUSION: 

IgG bovino vrs. albúmina bovina producida 3.0 22.05 

IgG 	bovino vrs. albúmina bovina comercial 3.0 23.22 

Albúmina bovina producida vrs. albúmina 
bovina comercial 0.0 22.05 

4. COMPARACION DEL ANTIGENO BOVINO POR METODO: 

IgG bovino por ELISA vrs. 	IgG bovino por 
inmunodifusion 25.0* 24.00 

Albúmina bovina producida por ELISA vrs. 
albúmina bovina producida por inmunodifusión 16.0 23.22 

Albúmina bovina comercial por ELISA vrs. 
albúmina bovina comercial por inmunodifusión 	. 1.0 22.05 

*Diferencia significativa. 

5. EVALUACION DE ANTIGENO Y METODOS PARA MOSQUITOS DEL  

CAMPO:  

(Para los mosquitos del campo sólo se usó como anticuerpo de captura 

IgG bovino e IgG humano (Cuadro 24, página 76). 
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5.1 COMPARACION DE LOCALIDADES POR METODO,ANTIGENO HU-

MANO: 

ELISA vrs. INMUNODIFUSION 

a) Los Angeles 3.14 6.53 

b) Los Chatos 6.29* 6.02 

c) La Empalizada 0.00 6.02 

5.2 COMPARACION DE LOCALIDADES POR METODO, ANTIGENO 
BOVINO: 

ELISA vrs. INMUNODIFUSION 

a) Los Angeles 20.29* 16.48 

b) Los Chatos 14.14 15.62 

c) La Empalizada 47.86* 16.12 

* Diferencia significativa. 

(Todos los resultados obtenidos por el método de ELISA son los de las 

lecturas a 60 minutos). 



V. DISCUSION 

En estudios previos para determinar el índice de alimentación de 

artrópodos hematófagos han sido aplicados varios métodos serológicos 

como el de precipitación en tubo capilar (49), en gel (50), inmunofluo-

rescencia (46), y recientemente, por el método inmunoenzimático de 

ELISA (27). 	La identificación del hospedero en el cual el artrópodo 

se alimentó se ha basado en la detección de proteínas séricas del hos-

pedero contenidas en la ingesta de sangre del artrópodo, por ejemplo, 

determinando proteínas plasmáticas totales (10), albúmina sérica (4), 

inmunoglobulinas séricas como IgG (11). 	Sin embargo, aun está por 

establecerse cuáles son las condiciones óptimas para la recolecta de mos 

quitos que reflejen en forma objetiva el índice de alimentación sanguínea 

y los aspectos metodológicos mismos de la identificación de la ingesta de 

sangre. 	La mayoría de los estudios usualmente no han analizado las 

condiciones y volúmenes máximos necesarios para eluir la muestra de 

sangre del artrópodo y aun así obtener resultados confiables, como 

también la sensibilidad y especificidad de los métodos serológicos y la 

naturaleza de los reactivos a utilizarse. 

En el presente estudio se demostró que el método de inmunodifu-

sión no es lo suficientemente sensible para identificar la fuente de ali-

mentación de la mayoría de los mosquitos, especiamente después de 

24-36 horas de alimentación, que son las condiciones en las que se en 

cuentran los mosquitos del campo al recolectarse para el análisis del ín 

dice de alimentación. 	Para mosquitos alimentados con sangre humana 

se identificaron del 0-42%, por el contrario, por el método de ELISA 
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fue del 84-98% de los mosquitos alimentados hasta las 36 horas, hacien- 

do este método el de elección para este tipo de determinaciones. 	Aun 

más, el procedimiento utilizado en este estudio mostró una superioridad 

a los descritos en la literatura, donde identificaron mosquitos alimenta-

dos con sangre humana únicamente hasta las 24 horas después de la in-

gesta (28, 31). 

El volumen de elución del antígeno sanguíneo depende de la canti-

dad de sangre ingerida por el vector y del método serológico a utilizar- 

se. 	En este estudio no se encontraron diferencias significativas en los 

volúmenes de elución entre 50 y 250 uL para inmunodifusión, y entre 

50 y 1,000 uL para ELISA. 	Estos resultados reflejan la mayor sensi- 

bilidad del método de ELISA sobre el de inmunodifusión para detectar 

concentraciones menores de antígenos sanguíneos. 	Sin embargo, es 

necesario mencionar que en este estudio se encontraron diferencias en 

la proporción de mosquitos positivos después de varias horas de diges-

tión de la ingesta de sangre, especialmente después de las 24-48 horas 

de digestión. 	Una posible explicación es qué la variación que se ob- 

servó sea debida al volumen inicial de sangre ingerida por el mosquito 

y que, por lo tanto, en aquellos en los que la ingesta inicial fue menor 

resultaron negativos posteriormente para el análisis de sangre en las 

horas indicadas. 	La cantidad de la ingesta de sangre está asociada 

al comportamiento del hospedero que en ocasiones puede interrumpir la 

ingesta, quedando algunos mosquitos con ingestas parciales. Además, 

el metabolismo de cada mosquito es diferente y unos pueden digerir el 

antígeno sanguíneo más rápido que otros. 

El antígeno a detectarse en la ingesta de sangre depende de la 
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concentración inicial y final en el tiempo posterior a la digestión y en 

la naturaleza de los reactivos y el método serológico utilizado. 	La 

albúmina sérica está presente en mayores concentraciones que IgG (por 

ejemplo, 4,400 mg/dL vrs. 1,250 mg/dL en humanos) y posiblemente sea 

la última proteína sérica a digerirse en el estómago de los mosquitos 

(4). 	Por lo tanto, en este estudio se planteó la hipótesis que la iden 

tificación de la ingesta de sangre detectando albúmina sérica era más 

sensible que IgG. 	Sin embargo, los resultados obtenidos indicaron 

que una mayor proporción de mosquitos fueron identificados como posi-

tivos si el análisis de los antígenos sanguíneos se hacía detectando IgG 

que albúmina sérica. 	Los mosquitos alimentados con sangre humana 

o bovina pudieron identificarse en un 98-100% aun hasta 36 horas des 

pués de digestión cuando se determinó IgG en la muestra sanguínea; 

por el contrario, sólo un 74-86% de los mosquitos fueron positivos cuan 

do se determinó albúmina sérica por el método de ELISA. 	Estos resul 

tados son similares a los descritos por Service et al. (31) en los que 

identificaron a un mayor porcentaje de mosquitos con la detección de 

IgG y no albúmina sérica. 	En contraste, en el método de inmunodifu- 

sión para detectar antígeno humano resultó mejor determinar albúmina 

sérica, ya que un 96% de los mosquitos analizados eran positivos a las 

24 horas después de la digestión, reduciendo el porcentaje de positivi-

dad a las 36 horas (42% positivos); para IgG estos porcentajes fueron 

de 16% a las 24 horas y 0% a las 36 horas. 	Sin embargo para antíge- 

no bovino, el comportamiento fue diferente, para IgG un 76% de mosqui 

tos fueron positivos a las 24 horas de digestión y un 32% a las 36 horas; 

para albúmina un 70% fue positivo a las 24 horas y 16% para las 36 ho- 
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ras. 	En este caso no resulta mejor detectar albúmina bovina. 	Esta 

variación puede deberse a que la concentración de proteína en los anti 

sueros era de 1.4 mg/mL para el humano y de 130 mg/mL para el bovi- 

no. 

La naturaleza de los reactivos a utilizarse en las técnicas de inmu 

nodifusión y ELISA es de vital importancia. 	Usualmente estos procedí 

mientos se aplican en laboratorios con facilidades adecuadas y, por lo 

general, los reactivos a utilizarse son adquiridos en casas comerciales 

distribuidoras de los mismos. 	A pesar de que no se encontraron dife 

rencias significativas en la detección del antígeno sangureno con los an 

tisueros a albúmina humana y bovina producidos y comerciales, se ob-

servó una variación en el método de ELISA, ya que el antisuero comer-

cial a albúmina humana presentaba mucha coloración de fondo, inclusi-

ve cuando se utilizaba PBS como control negativo, lo que indica que 

ocurren ciertas reacciones no específicas. 	Esto puede deberse a un 

mal fraccionamiento de las gama-globulinas del antisuero. 	Sin embar- 

go, en estudios posteriores puede recomendarse la aplicación de anti-

sueros comerciales, pero habrá que tamizar varios lotes y de casas co-

merciales diferentes hasta encontrar el que de los resultados óptimos de 

seados. 	Asimismo, en este estudio se demostró que los métodos para 

identificación del índice de alimentación pueden llevarse a cabo en labo 

ratorios sin mucha capacidad técnica, ya que los antisueros a utilizarse 

pueden prepararse con mucha facilidad y a un costo menor. 	Por lo 

tanto, para poder elegir un método y un antígeno dentro del mismo mé 

todo debe considerarse varios factores como son los títulos de los anti-

sueros, la preparación, fraccionamiento o purificación del antisuero y 
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la concentración de los posibles antígenos que se puedan detectar. 

Si se observan los porcentajes de mosquitos identificados con al-

guno de los antígenos sanguíneos se obtiene consistentemente un mayor 

porcentaje de positivos por la técnica de ELISA. 	Más aun, si se ana- 

lizara una muestra más grande de mosquitos esta diferencia se haría 

más significativa. 	De nuevo, lo que más interesa en términos prác- 

ticos es encontrar el método que pueda detectar más mosquitos con an-

tígeno sanguíneo tanto humano como bovino, por lo que se decidió uti- 

lizar la detección de antígeno IgG. 	Este antígeno es bien específico 

y probablemente se obtengan menos reacciones cruzadas que si se uti-

lizaran varias proteínas, como es el caso de albúmina sérica. 

Analizando como se comporta la sensibilidad de las técnicas en 

muestras recolectadas del campo, para antígeno bovino se obtienen di-

ferencias significativas para las localidades de Los Angeles y La Empali-

zada, pero para antígeno humano sólo se obtiene diferencia en la loca- 

lidad de Los Chatos. 	Si se observan los resultados tanto para antíge 

no humano como para antígeno bovino se obtiene que el método de 

ELISA mostró una mejor sensibilidad en las tres localidades estudiadas. 

Para Los Angeles, se encontró un 99.8% de los mosquitos analizados co- 

mo positivos con antígeno bovino. 	Los Angeles es una parcela que 

es zona ganadera, por lo que la proporción ganado a humano es mayor. 

El único mosquito que se encontró con antígeno humano era asociado, 

también tenía antígeno bovino. 	En Los Chatos se encontró un 98.43% 

de los mosquitos analizados como positivos con antígeno bovino. 	Los 

Chatos también es una zona ganadera y esto explica el alto porcentaje 
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de mosquitos con antígeno bovino. 	También se encontró un 11% de 

mosquitos positivos con antígeno humano, que puede explicarse por el 

hecho de que los criaderos quedan cerca de la aldea. 	El 11% represen 

ta 8 mosquitos de los 63 analizados con resultado positivo a antígeno hu 

mano, de esos 8 se encontró que todos eran ingestas mixtas por el mé-

todo de ELISA, y por inmunodifusión sólo se detectaron 3 moscos con 

antígeno humano y 2 eran asociados. 	La Empalizada presentó 89% de 

mosquitos positivos con antígeno bovino y 0% con antígeno humano, por 

el método de ELISA. 	Comparando los resultados por localidades no 

se observa una diferencia cuando se emplea el método de ELISA, pero 

con el de inmunodifusión, La Empalizada difiere de las localidades de 

los Angeles y Los Chatos. 	La Empalizada no es una región ganadera, 

y el porcentaje de índice de alimentación determinado es menor, pero 

no significativo. 	Probablemente si se aumenta el tamaño de la muestra 

esta diferencia con las otras dos localidades sí sea significativa. 

En estudios similares sobre el índice de alimentación de Anopheles  

albimanus en El Salvador, Breeland et al. (8) encontraron una diferen-

cia significativa en el hospedero en el que se alimentaban los mosquitos 

de acuerdo al tipo de captura. 	Para mosquitos recolectados en las 

afueras de las casas (peridomiciliar) 87% fueron positivos para bovinos y 

2% para humanos; en recolectas intradomiciliares se observó una rela-

ción inversa, en las que predominó la alimentación en humanos en un 

44% de los mosquitos examinados, y sólo un 28% positivos para bovino. 

Sin embargo, los métodos utilizados (precipitación en tubo capilar) no 

son lo suficientemente sensibles y los autores no definieron las condi-

ciones ecológicas (e.j, densidad de ganado bovino) de las localidades 
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en donde se hicieron las recolecciones de mosquitos. 	Por lo tanto, es 

peramos que con los resultados obtenidos de este estudio pueda deter-

minarse con mayor confiabilidad el índice de alimentación humana de 

Anopheles albimanus en Guatemala, tomando en consideración el tipo 

de captura y las condiciones ecológicas de la comunidad. 	Esperamos 

que el método aquí desarrollado contribuya a las investigaciones futu-

ras sobre el comportamiento del vector de la malaria en Guatemala y 

provea bases más sólidas, para estratificar las areas maláricas del país 

y planificar intervenciones o controles más adecuados. 



VI. CONCLUSIONES 

- Se examinaron dos técnicas serológicas bien definidas para identi- 

ficar hospederos de artrópodos vectores de enfermedades, mostran 

do que el método de ELISA es más sensible que el de inmunodifusión. 

- Para elegir un antígeno adecuado se debe considerar la concentra- 

ción del mismo en la muestra, qué tan específico sea, el título del 

suero, y tener una buena purificación de la fracción de IgG del 

antisuero. 

- No se observaron diferencias entre los sueros producidos en el 

laboratorio y los adquiridos de fuente comercial. 	Con esto se ob 

tiene un ahorro económico y por otra parte, una técnica estableci- 

da de inmunización para producir cualquier antisuero. 	Inclusive, 

es mejor preparar el antisuero en el laboratorio y así se tiene se- 

guridad del fraccionamiento y purificación de la fracción IgG. 

- No se puede establecer un tiempo de digestión máximo al cual se 

identifique el antígeno, pues ésto no sólo depende del tiempo de 

digestión sino también de la cantidad de sangre que ingiere ini-

cialmente el mosquito (que viene asociado al comportamiento del 

hospedero dependiendo si le permite alimentarse o no) y de la ac-

tividad que tenga cada mosquito después de la ingesta, pues de 

esto dependerá la velocidad de digestión del contenido abdominal. 

- Existen diferencias en las proporciones de hospederos que puedan 

identificarse, dependiendo de cómo se haga la captura de mosqui- 
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tos (si es con cebo humano o trampa de luz) y de las cualidades 

serológicas que tenga la región de muestreo, como es la disponi-

bilidad y proporción de hospederos diferentes. 
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CUADRO 2  

REACCIONES SEROLOGICAS ENTRE SUERO DE CONEJO 

ANTI-ALBUMINA BOVINA Y ALBUMINAS HETEROLOGAS  

Albúmina 
Sérica de 

Nitrogeno Precipitable 
del anticuerpo 

Determinantes Albúmina 
bovina sérica 

Microgramos Por ciento a 

Res 2295 100 + + + + 

Oveja 1674 74 + + + + 

Cerdo 633 31 + + + + 

Gato 453 25 

Humano 323 14 + + 

Hamster 308 13 + + 

Rata 299 13 + + 

Perro 292 13 + + 

Caballo 290 13 

Ratón 231 10 + + 

Vallaroo 144 6 

Cuyo 124 5 

Referencia 2 



CUADRO 3 

FECHAS DE SANGRADOS E INMUNIZACIONES 

CONEJOS NUEVA ZELANDIA  

INMUNIZACION 

HUMANO 	 BOVINO 

SANGRADO 

HUMANO 	 BOVINO 

17-2-86 17-2-86 31-3-86 31-3-86 
31-3-86 31-3-86 29-4-86 29-4-86 
28-4-86 28-4-86 09-6-86 09-6-86 
09-6-86 09-6-86' 18-6-86 18-6-86 

24-6-86 03-7-86 

03-7-86 18-7-86 

11-7-86 28-7-86 

28-7-86 01-8-86 

08-8-86 08-8-86 



CUADRO 4  

VALORES DE DENSIDAD OPTICA A 280 nm DE LOS 

ANTISUEROS PASADOS A TRAVES DE COLUMNA DE CROMATOGRAFIA 

TUBO # HUMANO 	1 	HUMANO 2 BOVINO 	1 BOVINO 2 

1 0.000 	+ 	0.001 0.011 0.000 + 0.001 0.000 
_ 

2 0.002 	fl 0.019 0.067 ti 0.000 

3 0.287 0.685 0.359 II 0.067 

4 1.830 	11 1.800 0.955 11 1.178 

5 1.810 	11 1.930 1.096 1/ 1.850 

6 1.950 	ii 	2  2.000 1.344 il 1.940 

7 1.630 	11 	2  2.000 1.690 il 1.980 

8 1.510 	u 	2  2.000 1.178 2  2.000 

9 1.172 	1, 	2  2.000 0.888 u 1.970 

10 1.017 	il 	2  2.000 0.707 1.830 

11 0.899 	II 1.980 0.575 11 1.830 

12 0.727 	11 1.820 0.413 o 1.790 

13 0.584 	o 1.510 0.391 ti 1.379 

14 0.511 	u 1.203 0.382 0.932 

15 0.439 	11 0.970 0.367 it 0.689 

16 0.340 	11 0.870 0.349 ti 0.597 

17 0.340 	i, 0.787 0.326 ti 0.508 

18 0.277 	i, 0.675 0.299 is 0.485 

19 0.232 	11 0.568 0.280 11 0.446 

20 0.214 	11 0.478 0.270 11 0.362 

2  = valores superiores al indicado. 
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CUADRO 5 

DETERMINACION DEL TITULO DE LOS SANGRADOS 

CONEJO INMUNIZADO CON ALBUMINA HUMNA  

Fecha Sangrado Titulo vrs.279 	Titulo vrs. suero 
Albúmina humana 	humano 1:16 

	

31-3-86 	 1:4 	 1:4 

	

29-4-86 	 1:8 	 1:8 

	

9-6-86 	 1:'8 	 1:8 

	

18-6-86 	 1:8 	 1:8 

	

24-6-86 	 1:8 	 1:8 

	

3-7-86 	 1:8 	 1:8 

	

11-7-86 	 1:8 	 1:8 

	

28-7-86 	 1:8 	 1:8 

	

8-8-86 	 1:8 	 1:8 

"Pool" 31-3- al 8-8-86 	1:8 	 1:8 

Titulo antisuero comercial antisuero humano 	1:2 
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CUADRO 6 

DETERMINACION DEL TITULO DE LOS SANGRADOS 

CONEJO INMUNIZADO CON ALBUMINA BOVINA  

Fecha Sangrado Título vrs.2A3 	Título vrs. suero 
Albúmina bovina 	fetal bovino 1:16 

	

31-3-86 
	 -.- 

	

29-4-86 	 1:4 
	

1:4 

	

9-6-86 	 1:8 
	

1:8 

	

18-6-86 	 1:8 
	

1:8 

	

3-7-86 	 1:8 
	

1:3 

	

18-7-86 	 1:8 
	

1:8 

	

28-7-86 	 1:8 
	

1:8 

	

1-8-86 	 1:8 
	

1:8 

	

8-8-86 	 1:8 
	

1:8 

"Pool" 29-4 al 8-8-86 	1:8 
	

1:8 

Título antisuero comercial antisuero bovino 	1:4 
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CUADRO 7 

DETERMINACION DEL VOLUMEN DE ELUCION DE LAS 

IMPREGNACIONES EN PAPELES FILTROS  

No. 	Placa 
Volumen 
Elución 

Concen. 
Anti- 

Suero 

'Mosquitos con 
Antígeno Humano 

Mosquitos 	con 
Antígeno 	Bovino 

Moscos Analizados 
H.P. 	H. C. 

Moscos Analizados 
B. P. 	B. C. 

1 	(HP,HC,BP,BC) 50 1:2 20/20 * 20/20 20/20 20/20 

2 (HP,HC,BP,BC) 50 1:4 20/20 20/20 

3 (HP,HC,BP,BC) 100 1:2 20/20 20/20 20/20 20/20 

4 (HP,HC,BP,BC) 100 1:4 20/20 20/20 

5 (HP,HC,BP,BC) 250 1:2 20/20 20/20 20/20 20/20 

6 (HP,HC,BP,BC) 250 1:4 20/20 20/20 

7 (HP,HC,BP,BC) 500 1:2 13/20 13/20 15/20 15/20 

8 (HP, HC, BP, BC) 500 1:4 13/20 15/20 

Concen. 

HP 

HC 

BP 

BC 

= Concentración 

= AMI-albúmina humana producida 

= Anti-albúmina humana comercial 

= Anti-albúmina bovina producida 

= Anti-albúmina bovina comercial 

* No. Mosquitos positivos/No. Mosquitos examinados. 



Tubo # 
A, /mi DO 

1 0 0.01 

2 5 0.06 

3 10 0.13 

4 15 0.17 

5 20 0.21 

6 25 0.26 

7 30 0.30 

8 35 0.31 

9 40 0.36 

10 45 0.39 

11 50 0.41 

Concentración 

CUADROS 8 Y 9  

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA 

LECTURAS ESPECTROFOTOMETRICAS DE LA CURVA DE  

CALI BRACION VALORES PROMEDIOS EN DO  

CUADRO 8 

 

CUADRO 9 
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Tubo # Concentración 
/19 /m1 	DO 

1 0 	 0.01 

2 5 	 0.05 

3 10 	 0.11 

4 15 	 0.14 

5 20 	 0.16 

6 25 	 0.22 

7 30 	 0.28 

8 35 	 0.31 

9 40 	 0.34 

10 45 	 0.38 

11 50 	 Q.43 

Curva de Regresión: 

Y = 0.014 + 8.31 X lo 
3 	 y = 0.038 + 8.04 X lo 	jr„..  

r
2 = 0.995 
	 r

2 = 0.981 



CUADRO 10 

LECTURAS ESPECTROFOTOMETRICAS ANTISUEROS UTILIZADOS 

Y CONCENTRACION DE PROTEINA  

Proteína DO Concentración 
en „Av /mL 

Dilución Concentración 
mg/mL 

alb. 	H.P. 0.24 24.7 1/500 12.4 

alb. 	H.C. 0.29 33.2 1/10000 332.1 

alb. 	H. 	conj 0.24 25.5 1/500 12.7 

IgG H. 0.06 2.7 1/500 1.4 

IgG H. conj 0.29 33.2 1/1000 33.2 

alb. 	B.P. 0.26 27.6 1/500 13.8 

alb. 	B.C. 0.34 37.2 1/500 18.6 

alb. 	B. 	conj 0.22 22.6 1/500 11.3 

IgG. 	B. 0.23 25.99 1/5000 130.0 

lgG. 	B. 	conj 0.23 24.3 1/500 12.1 

-62- 

alb. H.P. 
alb. H.C. 
alb. H.conj 	= 
IgG H. 
IgG H. conj = 
alb. B.P. 
alb. B.C. 
alb. 13. conj. 
IgG B. 
IgG. B. conj = 

albúmina humana producida 
albúmina humana comercial 
albúmina humana conjugada 
IgG humna 
IgG humana conjugada 
albúmina bovina producida 
albúmina bovina comercial 
albúmina bovina conjugada 
IgG 	bovina 
IgG bovina conjugada 
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CUADRO 11 

CONCENTRACIONES ANTICUERPOS DE CAPTURA Y CONJUGADOS 

PARA LA TECNICA DE ELISA  

Antisuero A: 	 Concentración 
en /9/pocillo 

Volumen de 
Sueros ("1-1 

Volumen de 
dilución (mL) 

IgG humana 0.5 35 5 

IgG humana conjugada 5 15 5 

Albúmina humana producida 3 24 5 

Albúmina humana conjugada 1 8 5 

Albúmina humana comercial 1 3 50 

Albúmina humana conjugada 1 8 5 

IgG Bovina 1 2 10 

IgG Bovina conjugada 0.25 2 5 

Albúmina Bovina producida 1 8 5 

Albúmina Bovina conjugada 5 45 5 

Albúmina Bovina comercial 3 18 5 

Albúmina Bovina conjugada 3 27 5 



CUADRO 12  

ANALISIS DE VARIANZA ANIDADO 

IqG HUMANA  

Fuente de 
error 

Grados de 
libertad S.S. M.S. MS (E) F 

Entre placas 2 0.2598 0.1299 28.27 * 

Entre moscos 27 0.1241 0.0046 21.10 ** 

Error 90 0.0196 0.0002 

Total 119 0.4035 

ALBUMINA HUMANA PRODUCIDA 

Entre Placas 2 0.0536 0.4594 20.79 * 

Entre moscos 27 0.0348 0.00013 4.99 ** 

Error 90 0.0233 0.0003 

Total 119 0.1116 

ALBUMINA HUMANA COMERCIAL 

Entre Placas 2 0.1338 0.0669 61.41 * 

Entre Moscos 27 0.0294 0.0119 1.81 ** 

Error 90 0.0541 0.0006 

Total 119 0.2173 

* F0.05 (2,27) 3.35 

Valores Críticos ** F0.05 (27,90) 1.61 
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CUADRO 13 

ANALISIS DE VARIANZA ANIDADO 

IgG BOVINO 

Fuente de 
error 

Grados de 
libertad S.S. M.S. MS (E) F 

Entre placas 2 0.2598 0.1299 28.27 * 

Entre moscos 27 0.1241 0.0046 21.10 ** 

Error 90 0.0196 0.0002 

Total 119 0.4035 

ALBUMINA BOVINA PRODUCIDA 

Entre placas 2 0.9188 0.4594 133.6 * 

Entre moscos 27 0.0668 0.0034 8.77 ** 

Error 90 0.0254 0.0007 

Total 119 1.0785 

ALBUMINA BOVINA COMERCIAL 

Entre placas 2 1.5158 0.7579 306.2 * 

Entre moscos 27 0.0668 0.0025 8.77 ** 

Error 90 0.0254 0.0003 

Total 119 1.6080 

* F0.05 (2,27) 3.35 
Valores Críticos 	

** F0.05 (27,90) 1.61 
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CUADRO 14  

VOLUMEN ELUCION TECNICA ELISA  

PARA TIEMPOS DE DIGESTION 

Volumen 	Tiempo 	Mosquitos identificados con antígeno bovino  
Elución 	Digestión 	 Mosquitos analizados  

IgG B 	Mb. Bov. P. 	Alb. Bov. C 

0 10/10 10/10 10/10 

12 10/10 10/10 10/10 

1000 71.- 
24 10/10 10/10 8/10 

36 10/10 10/10 10/10 

48 0/10 0/10 0/10 

60 3/10 1/10 1/10 

0 10/10 10/10 10/10 

12 10/10 10/10 10/10 

24 10/10 10/10 10/10 

36 10/10 10/10 10/10 
250 »it 

48 3/10 1/10 1/10 

60 4/10 2/10 1/10 
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CUADRO 15  

VOLUMEN ELUCION TECNICA INMUNODIFUSION 

PARA TIEMPOS DE DIGESTION  

BOVINO 

Horas 
Digestión 

alb. B.P. alb. B.C. Suero B IgG B 

250,e- 50/It 250/'C 50,,e. 250/di 50/a1 250/4/ 50/t 

0 8/10 10/10 8/10 10/10 8/10 10/10 6/10 10/10 

12 3/10 8/10 6/10 8/10 2/10 8/10 2/10 8/10 

24 0/10 0/10 0/10 1/10 0/10 0/10 0/10 0/10 

36 4/10 7/10 6/10 7/10 2/10 5/10 0/10 7/10 

48 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 0/10 1/10 

60 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 

% 27% 43% 35% 45% 22% 40% 13% 43% 



CUADRO 16 

VOLUMEN ELUCION TECNICA INMUNODIFUSION  

PARA TIEMPOS DE DIGESTION  
HUMANO 1 

Horas 
Digestión 

alb. H.P. alb.H.C. Suero H. IgG H. 

250ft 50ft 250ft soft 250" 5o/e 250/t 50fte, 

0 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 0/10 10/10 

12 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 0/10 7/10 

24 8/10 9/10 8/10 9/10 8/10 9/10 0/10 4/10 

36 0/10 1/10 0/10 1/10 0/10 1/10 0/10 0/10 

48 1/10 2/10 1/10 2/10 1/10 2/10 0/10 0/10 

60 1/10 2/10 1/10 2/10- 1/10 2/10 0/10 0/10 

50% 57% 50% 57% 80% 57% 0 % 35% 
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CUADRO 17  

VOLUMEN ELUCION TECNICA INMUNODIFUSION  

PARA TIEMPOS DE DIGESTION  

HUMANO 2 

Horas 
Digestion 

alb. H.P. alb. H.C. Suero H. IgGH 

250./t 50/t 250/6t 50/e 250,4-e 50,At 250/1 50,,C 

0 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 0/10 10/10 

12 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 0/10 10/10 

24 8/10 9/10 8/10 9/10 8/10 9/10 0/10 3/10 

36 1/10 1/10 1/10 2/10 1/10 1/10 0/10 0/10 

48 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 

60 0/10 1/10 0/10 1/10 0/10 1/10 0/10 1/10 

48% 	52% 	48% 	53% 	48% 	52% 	0% 	40% 
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CUADRO 22  

PORCENTAJE*DE MOSQUITOS IDENTIFICADOS CON ANTIGENO HUMANO 

Horas de 
Digestión 

IqG H 
Albúmina 

Producirla H 
Albúmina 
Comercial H 

1 2 1 	2 1 2 

0 100 100 100 100 100 100 

12 65 100 100 100 100 100 

24 16 100 96 98 96 98 

36 0 98 40 86 42 84 

48 0 90 14 78 14 54 

60 0 88 6 46 4 20 

Totales 29 96 59 85 60 76 

* Lotes completos de 5 x 10 mosquitos/hora de digestión. 

1 lnmunodifusión 

2 ELISA 

Resumen (Cuadros 18,20) 



CUADRO 23 

PORCENTAJE*DE MOSQUITOS IDENTIFICADOS CON ANTIGENO BOVINO 

Horas de 
Digestión 

IgG B Albúmina B.P. AlbúminaB.C. 
1 2 1 2 1 2 

0 100 100 100 100 100 100 

12 96 100 96 100 96 100 

24 76 100 70 86 70 88 

36 32 100 16 76 16 74 

48 4 34 6 14 6 10 

60 0 22 0 8 0 6 

Totales 51 76 48 64 48 63 

*Lotes completos de 5 x 10 mosquitos/hora de digestión 

1 Inmunodifusión 

2 ELISA 

-75- 

Resumen (Cuadros 19,21) 



CUADRO 24 

PORCENTAJE*DE MOSQUITOS DEL CAMPO  

IDENTIFICADOS CON ANTIGENO BOVINO y/o HUMANO 

Fuente de 
Alimentación 

Los Angeles Los Chatos La Empalizada 

1 2 1 2 1 2 

Humano 0 3.2 6 13 0 0 

Bovino 79 100 88 98 41 89 

H 	+ 	B 0 3.2 3 13 0 0 

Ninguno 21 0 4 1.6 59 11 

N = 199, 63 por localidad 

1= Inmunodifusión 

-76- 

2= ELISA 



FIGURA 1 

METODO DE ELISA INDIRECTO 

El principio del método de antiglobulina marcada con 

enzima para medir anticuerpos. 

1. Antígeno adsorbido al plato 

Lavado 

2. Adición de suero. Cualquier anticuerpo se ad-

hiere al antígeno 

-77- 

Lavado 

  

3. Adición de antiglobulina marcada con enzima que 

se une al anticuerpo 

 

  

   

Lavado 

4. Adición de Substrato 

Substrato degrado = cantidad de anticuerpo pre- 
sente. 

  



FIGURA 2 

METODO DE ELISA INDIRECTO DE CAPTURA  

El principio del método de doble anticuerpo para medir antígenos 

-78- 

1. Anticuerpo adsorbido al plato 

Lavado 

2. Solución de prueba conteniendo antígeno añadido 

Lavado 

3. Adición de anticuerpo específico marcado con 

enzima. 

   

Lavado 

4. Adición de substrato de enzima 

Substrato degradado = 

Cantidad de antígeno presente. 

  



FIGURA 3  

PATRON DE PLACA DE INMUNODIFUSION  

0 0 	0 0 

0 0 0 0 0 0 
6 	mm. 

O O 	 O O 

2.5 mm 

0 0 	O O 

0 0 0 0 0 0 

0 0 	0 0 
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FIGURA 4 

VOLUMEN DE ELUCION Y CONCENTRACION DE ANTISUERO 

Volumen elución 50," 	1 HP 
 

CN1 	CN2 	 M3 	M4 
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CN2 = Moscos alimentados en cuyo 
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M 	= Muestra 
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FIGURA 5  

DETERMINACION CONCENTRACIONES OPTIMAS DE ANTICUERPO 

DE CAPTURA, CONJUGADO Y VOLUMEN DE ELUCION  
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PRODUCIBILIDAD TECNICA DE ELISA 
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FIGURA 7 

ENSAYO DE TIEMPOS DE DIGESTION 
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GRÁFICA 1 

--DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINA*  

Concentración (ug/mL) 

*Método de Bradford (Bio - Rad) utilizando gama globulina 
bovina como proteína de referencia. 
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GRÁFICA 2  

DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINA * 
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*Método de Bradford (Bio - Rad) utilizando gama globulina 
bovina como proteína de referencia. 
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GRAFICA 3.1  

ANT I - I gG HUMANA 
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GRÁFICA 4 . 1 

ANT I -ALBUMINA HUMANA 	PRODUCIDA 
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GRAFICA 4.2  

ANTI-ALBUMINA HUMANA PRODUCIDA 
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GRAFICA 4.3  

ANTI-ALBUMINA HUMANA PRODUCIDA 
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GRÁFICA 5.1  

ANTI-ALBUMINA HUMANA COMERCIAL 
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GRAFICA 6.1  

ANTI- IgG BOVINA 
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GRAFICA 7.1 

ANTI-ALBUMINA BOVINA PRODUCIDA 
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GRAFICA 7.2 

ANTI-ALBUMINA BOVINA PRODUCIDA 
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GRÁFICA 8.1 

ANTI-ALBUMINA BOVINA COMERCIAL 
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GRAFICA 9 

PORCENTAJE DE MOSQUITOS IDENTIFICADOS 

CON ANTIGENO HUMANO 
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GRAFICA 10 

PORCENTAJE DE MOSQUITOS IDENTIFICADOS 

CON ANTIGENO BOVINO 
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