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Resumen

Objetivo. Medir el grado de concordancia 
entre las técnicas de inmunofluorescencia in-
directa y de ELISA, empleadas para la detec-
ción de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gon-
dii en humanos. 

Materiales y métodos. Se llevó a cabo un 
estudio descriptivo comparativo de dos téc-
nicas diagnósticas para la detección de anti-
cuerpos IgG anti-T. gondii, en 243 sueros hu-
manos del banco de muestras del Laboratorio 
de Parasitología-Red Nacional de Laboratorios 
del Instituto Nacional de Salud, recolectados 
durante los años 2000 a 2006. 

Resultados. El porcentaje de reactividad para 
la detección de anticuerpos IgG anti-T. gondii 
fue de 54% (131 sueros) por la técnica IFI y de 
56,3% (137 sueros) por la técnica ELISA; ade-
más, el 46% (112 sueros) de las muestras fue-
ron negativas por la técnica IFI y el 44% (106 
sueros) negativas fueron por la técnica ELISA. 
El valor del índice kappa fue de 0,916 (IC95% 

0,866-0,976), el cual refleja una concordancia 
casi absoluta entre las dos técnicas. 

Conclusiones. El índice kappa muestra una 
concordancia casi absoluta entre las técnicas, 
IFI y ELISA, lo cual hace que los laboratorios 
departamentales de salud pública del país pue-
dan cumplir con la determinación de anticuer-
pos IgG anti-T. gondii como prueba diagnósti-
ca en el control prenatal, cuando no se cuente 
con la infraestructura necesaria para la técnica 
de IFI, teniendo en cuenta que la de ELISA está 
fundamentada en el grado de afinidad de an-
ticuerpos por un antígeno determinado y no 
mide el nivel real de éstos en una muestra de 
suero, como sí lo hace la técnica de IFI. 

Palabras clave: Toxoplasma gondii, ELI-
SA, inmunofluorescencia indirecta, humanos, 
toxoplasmosis, anticuerpos.
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Abstract 

Objective. To measure the degree of corre-
lation between the indirect fluorescence anti-
body test (IFAT) and the ELISA techniques used 
for the detection of anti-Toxoplasma gondii 
IgG antibodies in humans. 

Materials and methods. We conducted a 
comparative study of two diagnostic techni-
ques for the detection of anti-T. gondii IgG, 
using 243 human serum samples, collected 
during the years 2000-2006, from the serum 
collection of the Laboratorio de Parasitología-
Red Nacional de Laboratorios of the Instituto 
Nacional de Salud.

Results. The percentage of reactivity for an-
ti-T.gondii IgG was 54% (131 sera) by the IFAT 
technique and 56.3% (137 sera) by the ELISA 
technique, while 46% (112 sera) of the sam-
ples were negative by IFAT and 44% (106 sera) 
by ELISA. The kappa value was 0.916 (95%CI: 
0.866 – 0.976), which reflects an almost per-
fect agreement between the two techniques. 

Conclusions. The kappa index shows an al-
most perfect agreement between ELISA and 
IFAT. This will help the departmental public health 
laboratories of the country to comply with the 
determination of IgG anti-T.gondii as a diagnos-
tic tool during prenatal care, if they do not have 
the infrastructure needed for the IFAT, bearing in 
mind that ELISA is based on the degree of affini-
ty of antibodies for a specific antigen and does 
not measure the actual antibody level in a serum 
sample, as does the IFAT technique. 

Keywords: Toxoplasma gondii, ELISA, IFAT, 
human, toxoplasmosis, antibodies.

Introducción 

La toxoplasmosis es una zoonosis de amplia 
distribución mundial (1), producida por el pro-
tozoario Toxoplasma gondii, cuya frecuencia 
de presentación varía mucho según las zonas 
geográficas, el nivel socioeconómico y los 
hábitos alimenticios de la población; es una 
enfermedad benigna o asintomática cuando 
afecta a niños o adultos, pero cuando afec-
ta a personas inmunosuprimidas, los riesgos 
pueden ser graves (toxoplasmosis cerebral) 
y cuando afecta al feto se pueden presentar 
desde partos prematuros, síndrome visceral 
o coriorretinitis hasta serias consecuencias 
en el desarrollo neurológico (calcificaciones, 
hidrocefalia o microcefalia) (2). La toxoplas-
mosis congénita es una de las causas princi-
pales de lesiones oculares y malformaciones 
congénitas; es la segunda causa de ceguera 
congénita en Colombia (3). Además, es una 
de las enfermedades que reporta altos índi-
ces de morbimortalidad, lo cual ha motivado 
a muchos investigadores a realizar estudios 
inmunológicos encaminados hacia el diag-
nóstico temprano de este evento, mediante 
el desarrollo de técnicas basadas en la deter-
minación de anticuerpos específicos contra T. 
gondii (4,5).

Hasta la fecha, la prueba serológica más utili-
zada ha sido la de tinción, que Sabin y Feldman 
desarrollaron en 1948, y que a títulos de 1:128 
se considera indicadora de toxoplasmosis ac-
tiva. Esta prueba, que utiliza parásitos vivos y 
un factor sérico (que nunca fue bien conocido) 
al que se llamó factor accesorio, fue ventajo-
samente sustituida por la inmunofluorescencia 
indirecta (IFI), diseñada por Goldman en 1962 
y modificada por Fletcher en 1965 (6). La técni-
ca de inmunofluorescencia indirecta, además 
de poseer idéntica sensibilidad y especificidad, 
al no utilizar un factor accesorio ni parásitos 
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vivos, es menos peligrosa y más accesible. Asi-
mismo, en virtud de la coloración resultante 
del efecto fluorescente, su lectura es menos 
subjetiva que la de Sabin y Feldman (7).

La introducción de nuevas técnicas ha am-
pliado las perspectivas de diagnóstico de esta 
enfermedad parasitaria. Actualmente, la de-
terminación de anticuerpos específicos se 
lleva a cabo por diferentes técnicas con di-
ferentes niveles de sensibilidad (8,9) y que han 
suplido el método de referencia utilizado para 
la determinación de anticuerpos IgG contra T. 
gondii; entre las más empleadas están la de 
inmunofluorescencia indirecta, ELISA (enzy-
me–linked immunosorbent assay), hemagluti-
nación indirecta y fijación de complemento. 

Una de las finalidades de la Red Nacional de 
Laboratorios, en cabeza del Instituto Nacional 
de Salud, es promover programas de control 
de calidad para los laboratorios departamen-
tales de salud pública del país, que permitan 
la eficiencia y calidad de los procesos y el for-
talecimiento de la vigilancia en los eventos de 
interés en salud pública, como la toxoplasmo-
sis, cuyo diagnóstico debe basarse en la suma 
de hallazgos clínicos y de laboratorio, median-
te métodos directos que demuestren la pre-
sencia del parásito o métodos indirectos que 
detecten anticuerpos específicos (2,10,11).

Los métodos indirectos son los más usados por 
los laboratorios, por lo que se adelantó el pre-
sente trabajo para determinar la concordancia 
entre las técnicas de inmunofluorescencia indi-
recta y ELISA, empleadas para la detección de 
anticuerpos IgG anti-T. gondii en humanos (12).

Materiales y métodos

Se realizó un estudio de tipo descriptivo 
comparativo mediante una evaluación de 
concordancia de consistencia entre las técni-

cas de inmunofluorescencia indirecta y ELISA. 
La muestra estuvo constituida por 243 sueros 
humanos almacenados en la seroteca del La-
boratorio de Parasitología-Red Nacional de 
Laboratorios del Instituto Nacional de Salud, 
provenientes de pacientes que asistieron al 
instituto durante los años 2000 a 2006, para 
el diagnóstico de toxoplasmosis, por la técnica 
de inmunofluorescencia indirecta.

Estas muestras se encontraban almacena-
das a −20°C, debidamente rotuladas y sella-
das para evitar la contaminación. Además, se 
cuenta con alarmas en los congeladores para 
detectar en forma oportuna cualquier altera-
ción en la cadena de frío que pueda ocasionar 
la desnaturalización de las proteínas. De esta 
manera, se aseguró la calidad de las muestras 
para su posterior análisis por la técnica ELI-
SA para la determinación de anticuerpos IgG 
contra T. gondii. 

Los sueros se dividieron en dos grupos, cons-
tituidos de la siguiente forma: 

Grupo 1: muestras positivas con diferen-
tes títulos de anticuerpos: (1/16, 1/32, 1/64, 
1/128, 1/256, 1/512, 1/1.024, 1/2.048, 
1/4.096, 1/16.382).

Grupo 2: muestras negativas previamente 
clasificadas por la técnica de inmunofluores-
cencia indirecta para la determinación de an-
ticuerpos anti-T. gondii tipo IgG.

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios 
de exclusión para las muestras:

sueros contaminados o que no se encontra-
ran en buenas condiciones de almacenamien-
to, como viales abiertos, con presencia de 
turbidez o que hubiesen sido descongelados 
previamente. etc.;

viales con cantidades inferiores a 100 µl;
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viales con identificación inadecuada, y

viales que habían sido utilizados como sueros 
controles (positivos y negativos) para la técni-
ca de inmunofluorescencia indirecta.

Análisis de datos 

El grado de concordancia entre las dos técni-
cas empleadas se midió con la prueba de ka-
ppa de concordancia (13). Los datos del estudio 
se analizaron con los programas estadísticos 
Epi-Info, versión 6.0, y SPSS, versión 13.0.

Para el análisis de resultados, se definieron 
las siguientes variables.

Muestras positivas. Se consideraron como 
sueros positivos por la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta, títulos mayores o iguales a 
1/16, y por la técnica de ELISA, títulos mayores 
o iguales a 10 UI/ml.

Muestras negativas. Se consideraron sue-
ros negativos los títulos por debajo de dichos 
valores.

Muestras dudosas. Para la técnica ELISA se 
consideran sueros dudosos aquéllos cuyos re-
sultados se encontraban en el rango entre 9 y 
menos de 10 UI/ml (14).

Inmunofluorescencia indirecta. Desarro-
llada en el Instituto Nacional de Salud, esta 
técnica determina anticuerpos anti-T. gondii 
tipo IgG presentes en el suero del paciente. El 
principio de este procedimiento se basa en el 
uso de láminas portaobjetos con áreas circu-
lares con trofozoítos de T. gondii previamen-
te fijados y listos para la identificación de in-
munoglobulinas específicas contenidas en las 
muestras examinadas. 

Los anticuerpos de la clase IgG presentes en 
el suero del paciente, se adhieren a la pared del 
parásito, donde se detectan por medio de una 

anti-IgG humana marcada con isotiocianato de 
fluoresceína. La reacción se lee al microscopio 
de fluorescencia y se determina el título en la 
última dilución del suero, en la cual se ve fluo-
rescencia en toda la periferia de los taquizoí-
tos, aunque sea poco intensa; ésta sería una 
reacción positiva a esta dilución. Se considera 
no reactiva cuando el parásito se observa com-
pletamente rojo o si la fluorescencia se ve loca-
lizada en uno de los extremos de los parásitos, 
lo que se llama fluorescencia polar (14).

Técnica ELISA. A cada muestra de suero se le 
determinó la presencia o la ausencia de anticuer-
pos por la técnica ELISA, por medio de reactivos 
comerciales marca BioElisa TOXO IgG. 

Es una prueba para la detección cualitativa y 
cuantitativa de anticuerpos IgG contra T. gondii. 
Se añaden muestras diluidas a los pozos de una 
microplaca recubierta de antígenos de toxo-
plasma y se incuban. Si la muestra presenta an-
ticuerpos anti-T. gondii, éstos se combinan con 
los antígenos fijados al pozo. A continuación, se 
lavan los pozos para eliminar la muestra residual 
y se añaden anticuerpos anti-IgG humana, mar-
cados con una enzima (conjugado). 

El conjugado se fija a las IgG anti-T. gondii 
que se han unido a los antígenos del pozo 
durante la primera incubación; después de un 
nuevo lavado para eliminar el material que no 
se ha unido, se añade una solución de sustra-
to enzimático que contiene cromógeno. Esta 
solución desarrolla un color azul si la muestra 
contiene IgG anti-T. gondii. El color azul cam-
bia a amarillo después de detener la reacción 
con ácido sulfúrico. La intensidad del color es 
proporcional a la cantidad de IgG anti-T. gon-
dii presente en la muestra (15).

Resultados

De los 243 sueros previamente analizados por 
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la técnica de inmunofluorescencia indirecta, 
el 54% (131 sueros) correspondió a muestras 
positivas y el 46% (112 sueros) a muestras ne-
gativas. Estos mismos sueros, analizados por 
la técnica ELISA para la determinación de an-
ticuerpos contra T. gondii de la clase IgG; el 
resultado fue de 56% (137 sueros) de muestras 
positivas y 44% (106 sueros) de muestras ne-
gativas. No se obtuvieron resultados dudosos.

Del total de sueros analizados, 129 sueros 
(53%) presentaron resultados positivos por 
ambas pruebas, 104 sueros (42,7%) presen-
taron resultados negativos por las dos técnicas 
y 10 sueros (7,19%) resultaron positivos en al 
menos una de las dos pruebas. Además, 131 
sueros (53,9%) fueron positivos por la técnica 
de IFI, 137 sueros (56,3%) fueron positivos por 
la técnica de ELISA, 112 sueros (46%) fueron 
negativos por la técnica de inmunofluorescen-
cia indirecta y 106 sueros (43,6%) arrojaron 
resultados negativos por la técnica ELISA.

La tabla 1 muestra los resultados concor-
dantes y discordantes, tanto positivos como 
negativos, obtenidos por las dos técnicas (IFI 
y ELISA). Se obtuvieron 131 sueros positivos y 
112 sueros negativos por la técnica de IFI y 137 
sueros positivos y 106 sueros negativos por la 
técnica ELISA. Además, 8 muestras que fueron 
negativas por IFI, fueron positivas por la técnica 
de ELISA, y 2 muestras que fueron positivas por 
IFI, fueron negativas por la técnica de ELISA.

Tabla 1. Resultados concordantes y discordantes obte-
nidos por las técnicas de ELISA e inmunofluorescencia 
indirecta

P N

P 129 8 137

N 2 104 106

131 112 243

La tabla 2 muestra la concordancia de los re-
sultados obtenidos por las dos técnicas (IFI y 
ELISA). Del 100% de las muestras procesadas 
(243), el porcentaje obtenido de los resulta-
dos concordantes en positividad y negatividad 
al comparar las dos técnicas fue de 53% y 
42,7%, respectivamente, y el 4% correspon-
de a los resultados discordantes obtenidos al 
comparar las técnicas de IFI y ELISA. 

Tabla 2. Resultados obtenidos por las técnicas ELISA e 
inmunofluorescencia indirecta

IFI ELISA Porcentaje

Positivo Positivo 53

Negativo Negativo 42,7

Negativo Positivo 3,29

Positivo Negativo 0,82

La tabla 3 muestra la concordancia total al 
comparar las dos técnicas de diagnóstico. El 
porcentaje de concordancia de los resultados 
positivos y negativos de las dos técnicas fue 
de 94,1% y 98,1%, respectivamente, y el por-
centaje de concordancia total obtenido fue de 
95,8%.

Tabla 3. Porcentaje de concordancia total al comparar 
las dos técnicas

Concordancia entre IFI y ELISA

Descripción Porcentaje

Concordancia de resultados positivos 94,1

Concordancia de resultados negativos 98,1

Concordancia total 95,8

Como hallazgos relevantes para el presente 
estudio, se encontró que el coeficiente de ka-
ppa de concordancia entre la pruebe de ELI-
SA y la inmunofluorescencia indirecta fue de 
0,916 (IC95% 0,866 - 0,967) (13).

IFI

ELISA
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Discusión

En este estudio se realizó un análisis de con-
cordancia entre una prueba comercial ELISA, 
que utiliza antígeno inactivado de T. gondii, 
y la prueba de inmunofluorescencia indirecta, 
que emplea como antígeno trofozoítos de T. 
gondii previamente inactivados, desarrollada 
por el Laboratorio de Parasitología-Red Nacio-
nal de Laboratorios del INS.

Entre los parámetros calculados para estable-
cer la concordancia entre las dos pruebas an-
tes mencionadas, se encuentra el índice kappa 
(11,15), que indica el grado de acuerdo existente 
por encima del esperado al azar descrito por 
Landis y Koch; se encontró que el coeficien-
te de kappa de concordancia obtenido entre 
las pruebas de inmunofluorescencia indirecta 
y ELISA fue de 0,916 (IC95% 0,866 - 0,967), 
valor que, según los márgenes para estimar el 
grado de acuerdo en función del índice kappa 
descrito por Landis y Koch, se interpreta como 
un grado de acuerdo casi absoluto (16). 

El método de referencia para la determina-
ción de anticuerpos IgG anti-T. gondii es la 
técnica de inmunofluorescencia indirecta. Sin 
embargo, en el presente estudio no se tomó 
esta prueba como método de referencia, so-
lamente se quería establecer el grado de con-
cordancia entre las dos técnicas (IFI y ELISA), 
por lo que es una evaluación de concordancia 
de consistencia.

El porcentaje de concordancia de los resulta-
dos positivos y negativos de las dos técnicas 
fue de 94,1% y 98,1%, respectivamente, y 
el porcentaje de concordancia total obtenido 
fue de 95,8%, lo que indica que entre las dos 
técnicas comparadas existe un excelente ín-
dice de concordancia (kappa=0,916), que es 
un valor de concordancia muy bueno, ya que 
corrige la concordancia debida solamente a la 

intervención del azar e incluye el cálculo de 
la concordancia esperada, que incorpora los 
valores marginales de cada prueba (13,15).

El porcentaje de muestras discordantes en 
este estudio comparativo se pudo deber a 
reacciones cruzadas, tales como factor reu-
matoideo y anticuerpos antinucleares, entre 
otras. Sin embargo, no se tienen pruebas 
exactas de estas interferencias, por lo que se 
sugiere volver a procesar estas muestras por 
un tercer método diagnóstico (17).

Es importante tener presente que no es po-
sible establecer una relación directa entre los 
títulos de anticuerpos tipo IgG contra T. gondii 
presentes en una muestra y determinados por 
el método de inmunofluorescencia indirecta, 
y los títulos que se encuentran en esa misma 
muestra y determinados por la técnica ELISA, 
ya que esta última determina los anticuerpos 
presentes en el suero, pero no sus niveles. Di-
chos anticuerpos están en función de la afini-
dad y la concentración, de tal forma que una 
muestra que contenga anticuerpos de alta afi-
nidad en baja concentración, puede presentar 
la misma densidad óptica que una muestra 
con anticuerpos de baja afinidad pero con alta 
concentración (18), por lo que la técnica ELISA 
indirecta no proporciona información cuanti-
tativa como sí ocurre con la técnica de IFI, en 
la que es posible determinar los títulos de an-
ticuerpos presentes en una muestra ya que se 
hacen diluciones seriadas de la misma (19). 

Los resultados obtenidos permitirán que los 
laboratorios departamentales de salud pública 
del país puedan cumplir con la determinación 
de anticuerpos IgG anti-T. gondii como prue-
ba diagnóstica en el control prenatal, cuando 
no se cuente con la infraestructura necesaria 
para la técnica de IFI, teniendo en cuenta que 
la de ELISA está fundamentada en el grado de 
afinidad de anticuerpos por un antígeno de-
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terminado y no mide su concentración real en 
una muestra de suero, como lo hace la técnica 
de inmunofluorescencia indirecta.

Cabe mencionar que las publicaciones que 
fueron marco de referencia para esta investi-
gación están encaminadas a la evaluación de 
una técnica diferente (hemaglutinación indi-
recta Vs. IFI) y, además, en sueros de animales. 
Por tal razón, existen pocas herramientas para 
la discusión de investigaciones similares en 
sueros humanos (5,20).

El presente trabajo contribuyó en el fortaleci-
miento de los estudios ya realizados, con base 
en análisis comparativos entre dos técnicas 
diagnósticas y, de igual forma, en el desempe-
ño de los profesionales en el ámbito.
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