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RESUMEN

La toxoplasmosis es una enfermedad de amplia distribucion mundial con una
prevalencia promedio del 30%. Generalmente la infeccion pasa desapercibida en
individuos inmunocompetentes, en los que permanece de forma crénica y no tiene
manifestaciones graves. Sin embargo, su diagndstico es de particular importancia en
individuos inmunosuprimidos, en los que se puede dar una reactivacion de la
enfermedad; y en mujeres que contraigan la infeccion durante el embarazo porque la
pueden transmitir al feto. Este trabajo se enfoca en los problemas para el diagnostico
de infecciones recientes en embarazadas, para ello se propuso el desarrollo de un
sistema de ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos del tipo I9G e IgM anti-
T. gondii y céalculo del indice de avidez. La combinacidén de estos ensayos permite el
diagnéstico de la toxoplasmosis y ayuda a determinar si la infeccion ocurrié
recientemente. El ensayo desarrollado para la deteccién de IgG permite la
cuantificacién de los anticuerpos especificos en unidades internacionales y presenta
una sensibilidad del 99,1% y especificidad del 100%. Para el ELISA de IgM se obtuvo
una sensibilidad del 100% y una especificidad del 96,4% y el ELISA para la
determinacion de la avidez de los anticuerpos IgG fue capaz de clasificar
correctamente todas las muestras evaluadas. Los tres ensayos fueron producidos en
formato de kit y demostraron ser estables por al menos un afo de almacenamiento.
Los Kits de IgG e IgM fueron validados por el Departamento de Laboratorios de Salud
Publica mostrando en ambos casos sensibilidad/especificidad de 100/100. Ambos Kits
han sido registrados ante el MSP y actualmente estan en condiciones de ser
comercializados. El Kit para determinacion de avidez se encuentra actualmente en

proceso de registro.
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una enfermedad infecciosa causada por el parasito
Toxoplasma gondii. Tiene una amplia distribucién mundial, con una prevalencia
promedio del 30 % que varia entre 0 y 100% dependiendo de la geografia, habitos
alimenticios y nivel socioeconémico (figura 1) [1-2]. En nuestro pais se detecta una
prevalencia similar a la region, con una frecuencia del 30 al 60%, donde existe mayor
transmisibilidad en poblaciones socialmente mas desfavorecidas y con carencias
sanitarias generales [3].

El ser humano, al igual que muchos vertebrados de sangre caliente, es un
huésped intermediario, mientras que el gato y otros felinos actian como huéspedes

definitivos. La respuesta inmune del huésped intermediario generalmente mantiene al

parasito enquistado y la infeccién permanece de por vida de forma asintomatica [4].

Figura 1: Estatus global de la seroprevalencia de T. gondii. Se indica en rojo oscuro una
prevalencia mayor al 60%, rojo 40-60%, amarillo 20-40%, azul 10-20%, verde menor al 10% y
en blanco sin datos. G. Pappas et al. / International Journal for Parasitology 39 (2009) 1385—
1394.
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Ciclo del parasito

En la figura 2 se muestra el ciclo biolégico del parasito. En el huésped
intermedio, existen dos formas del parasito (taquizoitos y bradizoitos) que se
interconvierten una en la otra y se reproducen de forma asexuada [5]. Los taquizoitos,
son capaces de infectar casi cualquier tipo de célula, y alli se dividen rapidamente
dentro de una vacuola parasitéfora. Las ultimas generaciones de los taquizoitos
comienzan a formar los quistes intracelulares y se convierten en bradizoitos, de
replicacién lenta [4]. Los bradizoitos, contenidos en quistes tisulares de mamiferos,
pueden infectar al ser humano al ser ingeridos en alimentos poco cocidos. Al ser
ingeridos, los bradizoitos se diferencian a taquizoitos, para luego volver a diferenciarse
a bradizoitos y formar quistes. Cuando los quistes son ingeridos por el huésped
definitivo, los bradizoitos se multiplican dentro de las células epiteliales del intestino
hasta que en las Ultimas etapas comienza la reproduccion sexual. Los ooquistes

formados se liberan al lumen intestinal y son eliminados con las heces [4].
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Figura 2: Ciclo biolégico de T. gondii. Modificado de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/

commons/7/72/Toxoplasmosis life cycle en.svg
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Patogenia

La infeccién toxoplasmica es de relevancia en aquellos casos en que el sistema
inmune no funciona a plenitud y no le es posible desarrollar una contencion a la
proliferacion del parasito, como por ejemplo en el feto e individuos inmunodeprimidos
(infeccién por VIH, inmunosupresion farmacologica, deficiencias del sistema inmune,
etc.). Cuando la infeccién se adquiere durante el embarazo, mientras se encuentra en
la fase aguda y los taquizoitos estan circulantes, el feto puede infectarse a través de la
placenta. Sin embargo, cuando la mujer ha contraido previamente la infeccién y se
encuentra cursando la fase cronica al momento del embarazo, no existe riesgo de
contagio [4].

Aproximadamente el 30% de las madres con infeccién aguda transmiten la
enfermedad al feto y el porcentaje es mayor si la infecciébn se da durante el tercer
trimestre del embarazo [6-7]. El tratamiento de la madre con antiparasitarios no reduce
la probabilidad de infeccion del feto, pero si, baja la severidad de la enfermedad [7].

Los efectos sobre el feto son variados, principalmente afecta el tejido nervioso
provocando problemas visuales, retardo mental, malformaciones y hasta aborto
espontaneo. El dafno producido depende del momento de la infeccién, es mas grave al
comienzo de la gestacion y disminuye hacia el final; por el contrario, la probabilidad de
contagio es mayor a medida que transcurre el embarazo [7-8]. Por estos motivos es
clinicamente relevante conocer si una embarazada que tiene anticuerpos especificos
para T. gondii, se halla cursando la fase aguda o crénica de la infeccion, y en funcién
de ello definir la necesidad de someterla a tratamiento.

En el caso de individuos inmunodeprimidos el dafno es producido principalmente
por la reactivacion de una infeccién cronica por falta de presion inmunoldgica.
Actualmente la encefalitis toxoplasmica es una de las mayores causas de morbilidad y
mortalidad en pacientes con SIDA. También se puede dar la reactivacién de quistes en
pacientes transplantados y enfermos de cancer sometidos a quimioterapia. En el caso
de los transplantados se puede producir una infecciéon primaria al recibir un érgano
infectado [4].

Tratamiento y prevencion

En caso de confirmarse la infeccion aguda de una embarazada, se la trata con
espiramicina para evitar la transmisién al feto. En caso de confirmarse la infeccién del
feto por PCR del liquido amniético, se pasa a un tratamiento con pirimetamina,
sulfadiazina o sulfadoxina y &cido folinico [9]. En el caso de enfermos de SIDA con
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encefalitis toxopldsmica el tratamiento es similar, combinando pirimetamina con
sulfadiazina [10].

Para la prevencién del contagio se recomienda lavar bien con agua y jabén
todo el material que haya estado en contacto con carne cruda. La exposicion a
temperaturas extremas mata al parasito, por lo tanto los alimentos cocidos no serian
una fuente de contagio. Las mujeres embarazadas, no portadoras, deben evitar el
contacto con gatos, tierra o carne cruda [11].

Variabilidad genética y distribucion

A pesar de tener una amplia distribucién mundial, el género Toxoplasma consta
de una sola especie. Dentro de T. gondii existen tres linajes clonales, denominados
tipo I, Il 'y lll. La diferencia genotipica entre los linajes es muy pequefia, alrededor del
1%, sin embargo se observan varias diferencias fenotipicas tales como el crecimiento,
transmision, virulencia en ratones e infectividad en humanos [1]. Los tipos Il y Il son
cepas que forman quistes, no virulentas, capaces de cumplir todas las etapas del ciclo.
Las cepas del tipo | no forman quistes con facilidad y son mas virulentas. Se ha
descrito que las cepas del linaje | estan frecuentemente asociadas a infecciones
congénitas, mientras que las del tipo Il a la reactivacion de infecciones crénicas en
pacientes con SIDA [12]. La mayoria de los parasitos aislados de humanos en Europa
y Norteamérica pertenecen al tipo Il y el 80% de las infecciones en sujetos
inmunocompetentes se cursan de forma asintomatica [12-14]. Por otra parte, en Brasil
se encontré gran diversidad genética entre los aislados, no coincidiendo con ninguno
de los linajes clonales [15]. Entre estas cepas se encontraron algunas virulentas, otras
no virulentas y otras intermedias. En Sudamérica es mas comun encontrar casos de

retinocoroiditis en pacientes inmunocompetentes [13, 16].

Granulo dense oy arste ge Gola

Reticulo endo-

plésmico rugoso Apicaplasto

Micranema

Rapttia
Mitocondria

Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Figura 3: Estructura de un taquizoito. Extraido de: Expert Reviews in
Molecular Medicine, 2001.
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Antigenos

Los antigenos de superficie y de excrecion/secrecién (ES) son los que
desencadenan una mayor respuesta en anticuerpos. Dentro de los antigenos de
superficie, denominados SAGs, se encuentra la SAG1 o p30 que representa alrededor
del 5% de las proteinas de parasito y es el antigeno inmunodominante. Estas
proteinas se encuentran unidas a la superficie a través de anclajes
glicosilfosfatidilinositol (GPI) [17]. Los antigenos ES (figura 3) los componen proteinas
de las roptrias (ROP), micronemas (MIC) y granulos densos (GRA) [18-19].

Se ha estudiado el uso de antigenos recombinantes para el diagnéstico
utilizando las proteinas mencionadas anteriormente o combinaciones de las mismas,
incluso muchas de estas construcciones estan patentadas [20-21]. Sin embargo,
ninguno de los antigenos recombinantes descritos son capaces de detectar todas las
muestras positivas de la forma en que lo hacen los ensayos que utilizan extractos de
taquizoitos [22].

Respuesta de anticuerpos frente a la infeccion

Los primeros anticuerpos que aparecen en respuesta a la infeccion son del
isotipo IgM, estos se detectan dentro de las dos primeras semanas. En el primer mes
comienza la produccion de IgG. Generalmente el isotipo IgM disminuye hasta
desaparecer a medida que aumenta el IgG, sin embargo, frecuentemente se detecta
IgM en pacientes cursando la fase crénica de la infeccion [23-24]. El titulo de IgG
generalmente aumenta hasta observarse un maximo alrededor de los tres meses y
luego comienza a disminuir hasta mantenerse en valores mas o menos estables, sin
desaparecer [25]. La permanencia de anticuerpos especificos en suero se debe a que
el sistema inmune esta constantemente desafiado por taquizoitos provenientes de la
ruptura de quistes que luego rapidamente se reenquistan [26].

La produccién de IgA comienza casi al mismo tiempo que la de IgM, pero tarda
mas en desaparecer. La IgA persiste por tres o cuatro meses [27]. La IgE también
aparece al comienzo de la infeccién y por lo general se detecta por poco tiempo [6].

Diagndstico

Los signos clinicos de la infeccién no son suficientemente caracteristicos como
para dar un diagnéstico definitivo, por lo tanto se debe recurrir a métodos biol6gicos,
serolégicos, histolégicos o moleculares [11]. Rara vez es util la deteccién directa del
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parasito. Sin embargo, es posible aislar el parasito del paciente, inoculando animales
de laboratorio o cultivos de tejidos con fluidos corporales o tejidos. A su vez, se puede
detectar el material genético del parasito por PCR [11, 28].

Los anticuerpos tienen un rol menor en el control de la infeccion, sin embargo
son utiles para el diagnéstico [26]. La técnica seroldgica de referencia es el “dye test”
de Sabin-Feldman [29-30], sin embargo es dificil de implementar en cualquier
laboratorio ya que utiliza parasitos vivos. Para el diagnéstico de rutina se utilizan otras
técnicas como enzimoinmunoensayos, hemaglutinacion indirecta, inmunofluorescencia
indirecta, etc. Existen métodos que han mejorado el diagnéstico de la enfermedad
adquirida recientemente como el test de avidez de IgG, la PCR en fluidos o tejidos
para detectar material genético del parasito y el western blot con muestras pareadas
madre-hijo. En esta ultima técnica, si en la muestra del recién nacido se detecta un
patron de bandas de anticuerpos del tipo IgM o IgG diferente al de su madre [31], se
confirma la infeccion ya que son producto de la reaccion propia frente al parasito y no

anticuerpos transferidos pasivamente.

Determinacion de anticuerpos IgG

La presencia de anticuerpos IgG contra el parasito en la sangre indica que el
paciente ha sido infectado en algun momento en el pasado. Por lo general, los
ensayos para la deteccion de IgG son cuantitativos. Un titulo alto de IgG generalmente
es indicativo de infeccion reciente, aunque se puede mantener asi por mas de un afo.
Por otra parte, los titulos bajos son caracteristicos de infecciones antiguas, aunque
también se pueden detectar al inicio de la infeccién, cuando la produccion de IgG se
encuentra en la curva ascendente [32]. Para poder estimar si se trata de una infeccién
reciente se debe complementar con otros ensayos, lo cual es muy importante en el
caso de embarazo para permitir la intervencion médica con el objetivo de minimizar el
dafio al feto [11]. Una posibilidad es analizar una segunda muestra colectada de 2 a 3
semanas luego de la primera, en caso que el titulo de IgG aumente significativamente
con respecto a la primera, se estaria tratando de una infeccién reciente [11, 32].

Determinacion de anticuerpos IgM

Debido a la cinética de la produccion de IgM su deteccién se utiliza para
diagnosticar una infeccién reciente. Sin embargo, en algunos pacientes el titulo de
anticuerpos IgM especificos persiste por largos periodos de tiempo. Segun
recomendacion de la FDA (US Food and Drug Administration), no se deberia

9.
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diagnosticar infeccién reciente en una paciente embarazada mediante el uso de un

Unico test para IgM de toxoplasmosis comercial [33]. El diagndstico es complicado por

varios motivos: la mayoria de los ensayos no se desarrollan en base a resultados de

pacientes a los que se haya detectado verdaderamente la presencia del parasito, no

existe estandarizacion para reportar los resultados y los ensayos disponibles varian en

sensibilidad y especificidad [34]. Hay pacientes que presentan IgM durante la fase

cronica de la infeccién, incluso 12 afos después [35]. La persistencia de estos

anticuerpos no tiene ninguna relevancia clinica y deben considerarse infectados de

forma cronica.

Guia para la interpretacion de los resultados de IgG e IgM anti-T. gondii segun la FDA

[33]
Resultado Resultado <
Interpretacion
de IgG de IgM P
Negativo Negativo No existe evidencia serologica de infeccion.
Posible infecciéon aguda reciente o reaccion falso-
Negativo Equivoco o positiva de IgM. Obtener una nueva muestra y repetir
9 positivo los ensayos. Si se obtiene el mismo resultado,
probablemente el paciente no esté infectado.
Indeterminado: obtener una nueva muestra para
Equivoco Negativo retestear IgM e IgG o determinar 1gG con un ensayo
diferente.
Equivoco Equivoco Indeterminado: obtener una nueva muestra para
9 9 retestear IgM e 1gG.
Posible infeccion aguda. Obtener una nueva muestra
para retestear IgM e IgG. Si los resultados permanecen
Equivoco Positivo igual, o la IgG se positiviza, ambas muestras deberan
ser retesteadas por un laboratorio de referencia con
experiencia en diagnoéstico de toxoplasmosis.
Positivo Negativo Infectado por mas de un afo.
Infectado probablemente por mas de un afo o reaccién
falso-positiva a IgM. Si los resultados de una segunda
Positivo Equivoco muestra permanecen igual, ambas muestras deberan
ser retesteadas por un laboratorio de referencia con
experiencia en diagnéstico de toxoplasmosis.
Posible infeccion reciente en los Ultimos 12 meses.
Positivo Positivo Enviar la muestra a un laboratorio de referencia con

experiencia en diagnéstico de toxoplasmosis.

-10 -
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Determinacion de la avidez de los anticuerpos IgG

La unién del anticuerpo al antigeno se da por interacciones electrostaticas y de
van der Waals. Al principio de la respuesta estas uniones son débiles, pero durante el
transcurso de la respuesta inmune existe una maduracién de la afinidad de los
anticuerpos que incrementa progresivamente durante semanas o meses [36]. A
medida que transcurre la infeccion, la estimulacion persiste pero disminuye la masa
total de antigeno, aumentando la avidez media de los anticuerpos. La avidez de los
anticuerpos esta relacionada con la afinidad epitopo paratopo, un parametro que
establece la sumatoria de las fuerzas de unién entre el Ag y el Ac. La forma mas
comun de medir avidez es a través de la disociacion del complejo Ag-Ac en un ELISA
indirecto mediante el agregado de un agente caotrépico. El tiocianato de potasio y la
urea son los agentes mas utilizados, estos interfieren con las interacciones polares
(por solapamiento de cargas) y distorsionan la estructura de “bulk” del agua, por lo que
las condiciones termodinamicas que conducen al efecto hidr6fobo se revierten.

Para determinar la avidez de los anticuerpos de una muestra de suero o
plasma, se compara la densidad 6ptica (DO) obtenida con y sin agente, y a través de
dicha relacion se establece un indice de avidez (IA). Si se trata de una infeccién
reciente (aguda) la avidez media de los anticuerpos va a ser menor que los de una
infeccion antigua (crénica). En base a esto, una muestra se puede clasificar como

cronica o aguda segun el IA de los anticuerpos IgG [37].

Situacion del diagndstico de toxoplasmosis en mujeres
gestantes

El tamizaje maternal de toxoplasmosis permite la implementacién de medidas
profilacticas y terapéuticas, reduciendo la tasa de transmision y los problemas
causados al feto. Los primeros en establecer estos programas fueron Francia y Austria
en 1975 [9] y de alli se fue adoptando en otras partes del mundo. Segun la normativa
del Ministerio de Salud Publica [38] se debe determinar la presencia de IgG anti-T.
gondii en suero a todas las mujeres embarazadas en la primera consulta. En caso de
ser negativa se repite la prueba en el segundo y tercer trimestre del embarazo [38].

El diagnostico serolégico de toxoplasmosis en mujeres gestantes en Uruguay
se realiza mayoritariamente por la técnica de ELISA. Otras técnicas utilizadas son la
inmunofluorescencia indirecta, inmunofluorescencia, quimioluminiscencia e ISAGA

(immunosorbent agglutination assay) de IgM como técnica confirmatoria. Una de las

-11 -
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mas utilizadas es el ensayo VIDAS de la empresa bioMérieux, es un
enzimoinmunoensayo en el que se utiliza un sustrato fluorescente (ELFA).

A modo de ejemplo, en el hospital del Banco de Prevision Social (BPS) se
utiliza el ensayo de VIDAS. Se realiza una prueba de IgG durante el primer trimestre
del embarazo. Si es negativo, se asume que la paciente no esta infectada y se reitera
la prueba en los préximos dos trimestres para descartar seroconversion. Si el ensayo
de IgG es positivo, se ensaya IgM. Si es IgM negativo, se asume infeccion cronica. Si
es IgM positivo, se evalua el indice de avidez.

En un estudio realizado en el BPS entre los afos 1991 y 1996 [39], se
encontré un 52,7% de seropositividad en 16.936 casos estudiados. Dentro de estos,
137 presentaron alto titulo de IgM, sin embargo no se pudo determinar la fecha de
infeccion. Las pacientes seronegativas fueron seguidas durante el embarazo
encontrandose 14 casos de seroconversion. En los casos en que fue posible, se traté
con antiparasitarios a las pacientes IgM positivas o0 con seroconversion.

Aln no es posible determinar el momento exacto de la infeccién en que deja de
ser posible la transmision al feto. Este momento seria cuando los parasitos se
encuentran en la etapa de bradizoitos. Se sabe que entre los 6 y 7 dias luego de la
infeccion ya se detectan quistes con bradizoitos en su interior [40]. Por el momento, lo
mas seguro es que una paciente que presenta anticuerpos IgG de alta avidez pero no
IgM o IgA, atraviesa una infeccion con mas de cuatro meses de antigiiedad y no es
capaz de transmitirla al feto [41].

Actualmente los ensayos utilizados en el pais son de origen extranjero. Un
desarrollo nacional traeria como ventaja:

* menor precio, por evitar tasas, fletes e intermediarios

= menor plazo de entrega, por evitar embarques

= mayor disponibilidad, no existen muchos proveedores para el conjunto
de deteccién de IgG, IgM y avidez.

= validacion de los ensayos utilizando muestras locales, lo que permite
el ajuste de los puntos de corte a la poblacién, ya que puede ser afectado
por la prevalencia y la presencia de otras infecciones circulantes

= posibilidad de ajustar los ensayos segun demandas especificas de
los usuarios finales con el objetivo de facilitar la manipulacion.
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OBJETIVO

Se plantea el desarrollo de tres sistemas de ELISA para el diagnostico de
toxoplasmosis en humanos y su clasificacion en aguda o croénica: deteccidon vy
cuantificacién de anticuerpos IgG especificos contra T. gondii en suero humano,
determinacion del IA de dichos anticuerpos y deteccién de anticuerpos especificos del
tipo IgM. Los ensayos deben tener un formato de kit comercial similar a los
encontrados en el mercado, ser de facil manipulacién para el personal técnico de los
laboratorios clinicos y estar aprobados por el Departamento de Laboratorios de Salud
Publica. La validez de los productos debe ser de al menos un afno cuando son
conservados a una temperatura entre 2 y 8 °C.
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MATERIALES Y METODOS

Confeccion de serotecas

Las muestras positivas y negativas a toxoplasmosis fueron provistas por el
Laboratorio de serologia del Hospital de las Fuerzas Armadas y el Laboratorio del
Hospital Canzzani. En estos lugares reciben muestras de suero de mujeres
embarazadas y las analizan por las técnicas de VIDAS® (bioMérieux, Francia):
VIDAS® TOXO IgG I, VIDAS® TOXO IgM, VIDAS® TOXO IgG Avidity y en algunos
casos son confirmadas por IFl de IgM anti-T. gondii. Estas muestras llegan a nuestro
laboratorio con titulo asignado de IgG, IgM y en algunos casos indice de avidez, estas
son registradas en una planilla, etiquetadas y almacenadas a -20°C.

Cantidad y tipo de muestras obtenidas:

Contamos con 221 muestras clasificadas por VIDAS como positivas a 1gG, 8
indeterminadas y 304 muestras negativas. Dentro de las positivas a IgG, 179 son IgM
negativas, 30 positivas, 5 dudosas y 7 sin determinar. Dentro de las IgM positivas,
dudosas y sin determinar, 13 presentaban alta avidez de las IgGs y 17 baja avidez y el
resto vino sin datos de avidez.

Las muestras de las que se tenian dudas con respecto a la presencia de IgM,
luego fueron testeadas por IFI IgM, Platelia Toxo IgM Biorad y/o ImmunoComb Toxo
IgM Orgenics.

Antigenos

Comerciales

Se obtuvo mediante la empresa Meridian Lifesciences dos extractos de
taquizoitos de T. gondii para evaluar: un extracto de parasitos sonicado y otro tratado
con detergente. Ambos se transportan en hielo seco y se deben conservar a

temperaturas menores a -65°C. A estos extractos les llamo “antigenos comerciales”.

Extractos preparados en el laboratorio

Taquizoitos de T. gondii de la cepa RH liofilizados, provistos por el Laboratorio
del INTEBIO, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, se procesaron en nuestro
laboratorio para extraer proteinas solubles y de membrana. Luego, se adquirié al
Laboratorio de Biotecnologia (LBT, Instituto Polo Tecnolégico de Pando, Facultad de
Quimica, UdelaR) 20.000 millones de taquizoitos. Dichos parasitos fueron entregados
en PBS con azida de sodio. Con estos parasitos se realiz la ultima parte del trabajo,
incluyendo la optimizacion de los ensayos y la produccion de los primeros lotes.
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Métodos de extraccion de proteinas

Se resuspenden los taquizoitos en solucién de buffer fosfato (PBS) con azida
de sodio y se hace una determinacion de proteinas por el ensayo del acido
bicinconinico (BCA, Sigma-Aldrich). Posteriormente, se evaluaron diferentes métodos
de extraccion.

Extraccién con detergente:

Se evalué la utilizacion de detergentes de uso habitual para la extraccion de
proteinas de membrana. Se incubaron los taquizoitos con los diferentes detergentes y
luego se centrifugd a 20.000xg durante 45 minutos. Se vuelve a determinar la
concentracion de proteinas del sobrenadante y se almacena a -80°C.

Sonicado:

Se sonicéd la suspensién de taquizoitos con 40 ciclos de 1 segundo de
aplicacién de ultrasonido a 45% de amplitud intercalados con periodos de 1 segundo
de reposo. Se centrifugd 15 minutos a 10000xg y almacené el sobrenadante a -20°C.

Ensayos de ELISA

ELISA para determinacion y cuantificacion de IgG

Se incuba una placa de ELISA (Biomat srl, Italy) con la solucion de antigeno
toda la noche a 4°C. Se escurre el contenido, se incuba con una solucién bloqueante,
seroalbumina bovina (Applichem) al 1% en PBS y se lava con Tween 20 (Sigma-
Aldrich) al 0,05% en PBS. En caso de almacenar la placa para su uso posterior, esta
se incuba con una solucion estabilizante, luego se seca en estufa, se envasa en un
sobre hermético y se almacena en heladera. Para realizar los ensayos se siembran en
los pocillos las muestras diluidas y se incuban. La placa se lava y se incuba con una
solucion de anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa (Meridian
Lifesciences,® Inc, USA). A continuacioén, la placa se lava y se incuba con una solucién
de 3,3,5,5-tetrametilbenzidina —TMB - (Sigma-Aldrich) y 4mM de perdxido de urea
(Sigma-Aldrich). Se frena la reaccién con acido sulfurico 2N, y se lee la absorbancia, o
densidad optica (DO), a 450nm-620nm. Las condiciones de reaccién — tiempo vy
temperatura, la composicién de los buffers y concentraciones a utilizar son ajustadas
durante el desarrollo de los ensayos.

ELISA para la determinacion de la avidez de las IgG

La base del ensayo es tal como se describio en el parrafo anterior, salvo que se
incluye un paso de disociacién de los anticuerpos de baja afinidad de las muestras. En
este ensayo se siembran todas las muestras y controles por duplicado. Luego de la
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incubacion, se descarta el contenido de los pocillos y se siembra en un pocillo de cada
muestra una soluciéon con un agente disociante, mientras que en la otra réplica, se
siembra una solucién buffer sin disociante como control y se incuban. A continuacion
se descarta el contenido de los pocillos, se lavan y se continda con la incubacién con
el conjugado enzimatico como se describid en el procedimiento anterior. Una vez
obtenidos los valores de DO, se halla para cada muestra la relacion entre la DO con y
sin disociante. De esta forma se calcula el indice de avidez (IA) como:
IA = DO muestra con disociante x 100

DO muestra sin disociante

ELISA para la determinacién de IgM

Se utilizan las placas procesadas de igual modo que en el ensayo de IgG y el
mismo sustrato. El conjugado enzimatico utilizado en este caso es una solucion de
anticuerpos anti-lgM humana conjugados a peroxidasa (Meridian Lifesciences,® Inc,
USA). Las condiciones de aplicacién de las muestras son ajustadas durante el trabajo.

Sensibilizacion de las placas

Se estudiaron las condiciones éptimas de adsorcion del antigeno a la placa.
Esto consisti6 en modificar el pH, la fuerza iénica, la concentracién del antigeno de la

solucion y la temperatura de incubacion.

Estudio de la estabilidad de los extractos de antigeno

Para evaluar dicho efecto se tomaron alicuotas de antigeno y se almacenaron

24h a 4°C. Estas se compararon en ELISA con una alicuota recién descongelada.

Estudios de estabilidad de los componentes de los kits

Estabilidad acelerada

Para evaluar la estabilidad de las placas envasadas se realiz6 un estudio de
estabilidad acelerada. Las placas fueron sensibilizadas, bloqueadas, estabilizadas,
secadas y envasadas en bolsas selladas con una bolsita de silica gel en su interior.
Las placas se almacenan durante 3 semanas a 37°C guardando una contramuestra a
4°C [42].Una vez transcurrido el periodo, las placas se ensayan en paralelo. En caso
de evaluar la estabilidad del kit completo, este se almacena durante una semana a
37°C.
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Tiempo real

Las placas o kits son preparados, envasados y almacenados a 4°C, luego son
testeados a intervalos regulares y comparados con los resultados obtenidos a tiempo
cero.

Estudios de reproducibilidad

Intraplaca
Se ensaya una muestra negativa, una positiva baja una media y una alta en 10
réplicas. Se calcula el promedio, desvio estandar y coeficiente de variacion (CV).

Interplaca
Se ensayan las mismas muestras del estudio anterior en 10 experimentos

independientes. Se calcula el promedio, desvio estandar y CV.

Anadlisis por SDS-PAGE

Para caracterizar los antigenos se sembraron los diferentes extractos en geles
de poliacrilamida al 12% con SDS [43] en condiciones reductoras, diluidos en buffer
muestra con ditiotreitol (DTT). Se corrieron a corriente constante de 25mA, utilizando
una cuba Mighty Small Il (Hoefer, San Francisco, USA). El revelado de las bandas se

realiz6 mediante tincion con nitrato de plata segun instrucciones del fabricante.

Inmunoblot

Para caracterizar algunas muestras se realizaron SDS-PAGE segun se
describié anteriormente. Los geles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Schleicher & Schuell, Alemania) durante 1h a 75 mA (= 1,5 mA/cm?) con buffer de
transferencia (Tris 25 mM + Glicina 192 mM + SDS 0.1 % + 5% metanol) en un
aparato de transferencia semiseca (LKB, Suecia).

Se cortd la seccion correspondiente al marcador de PM de la membrana de NC
y se tifid, el resto se bloqueé durante 1 hora con PBS-BSA 1 % a temperatura
ambiente con agitacién. Luego la membrana se cortd en tiras longitudinales de
alrededor de 5 mm de ancho. Cada tira fue incubada con diluciones en PBS-T-BSA de

las distintas muestras en las mismas condiciones del bloqueo. Luego de lavar con
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PBS-T, las tiras se incubaron con diluciones adecuadas de anticuerpos de cabra anti-
IgM o IgG humana-fosfatasa alcalina en PBS-T-BSA en las condiciones antes
descritas. El revelado se llevd a cabo con NBT-BCIP (Nitro Blue Tetrazolium 0.3
mg/mL, Bromo-4 cloro-3 indol Phosphate 0,15 mg/mL en buffer carbonato-bicarbonato
0.1 M, MgCl, 10 mM pH 9.8), se dejo6 reaccionar hasta visualizar las bandas, se lavo
con H,O destilada y se dej6 secar.

En otro ensayo se llevo a cabo del revelado con un anticuerpo monoclonal anti-
P30 conjugado a peroxidasa, alli se utilizd el sustrato DAB (diaminobencidina) en PBS
con H,O; al 3%.

Se estim6 el peso molecular relativo de las bandas utilizando un analisis de
regresion lineal basado en el RF de los estandares de peso molecular.

Inmunoblot de avidez

En este ensayo al igual que en el ELISA de avidez, luego de incubar las
membranas con las muestras, se incuban algunas con agente disociante con el

objetivo de eluir los anticuerpos de menor afinidad.

Calculos y métodos estadisticos

Sensibilidad diagndstica: Probabilidad expresada en % de que el procedimiento
diagnostico sea positivo para un individuo enfermo.

s=_F
VP+FN

Siendo: S- sensibilidad, VP- muestras positivas verdaderas, FN- muestras negativas

falsas (son detectadas como negativas siendo en realidad positivas).

Especificidad diagnéstica: Probabilidad expresada en % de que el procedimiento

diagnostico resulte negativo en un individuo sano.

VN

E=
VN+FP

Siendo: E- especificidad, VN- muestras negativas verdaderas, FP- muestras positivas
falsas (son detectadas como positivas siendo en realidad negativas).
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Curva ROC: Los valores de sensibilidad y especificidad dependen del punto de corte o
cut-off, y cuando este varia tienen un comportamiento opuesto. Para escoger el punto
de corte 6ptimo, se utiliza la construccién de una curva ROC [44]. En ella se grafica la
sensibilidad respecto al coeficiente falso positivo y se obtiene un valor de cut-off para
cada par sensibilidad — especificidad. Para la construccion de la curva y el tratamiento
de datos, se utilizé el programa GraphPad Prism 4.

Valor predictivo positivo y negativo (VPP y VPN): El VPP indica el porcentaje de
individuos que padecen la enfermedad que son correctamente clasificados como
positivos, mientras que el VPN corresponde al porcentaje de los individuos sanos que

son clasificados como tales.

VPP= RS ven=  (PPIE
P-S+(1-P) (1-E) (1-P)-E+P-(1-S)

Siendo P la probabilidad de que el paciente esté enfermo antes de realizar el analisis,
que en este caso se toma como la prevalencia de la enfermedad en la poblaciéon en
estudio [44].

Correlacion lineal: Se aplic6 el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y se

calcul6 el coeficiente de correlacién de Pearson utilizando el programa GraphPad
Prism 4.
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RESULTADOS

El trabajo comenzd con la puesta a punto de la preparacion de las placas de
ELISA con el antigeno adsorbido, que seran utilizadas en los tres ensayos. Esta es
quizés la etapa fundamental en el desarrollo de inmunoensayos con este formato, ya
qgue es la que define la especificidad de los ensayos. En esta primera parte se estudia
entonces la preparacion del extracto antigénico, las condiciones de adsorcion a las
placas y los tratamientos necesarios para la conservaciéon de la reactividad de las
mismas durante el periodo de vida util de los kits.

En las secciones posteriores se estudia el desarrollo y validacion de cada uno
de los Kits.

Obtencion del antigeno y su inmovilizacion en la fase solida

Estrategias de extraccion de proteinas de los parasitos

Se planted preparar un extracto a partir de taquizoitos enteros que contuviera
las proteinas de mayor valor diagnéstico para utilizar como antigeno en los ensayos.
Se aspiraba obtener un preparado con proteinas de excrecion/secreciéon- tales como
las ROP, MIC y GRA- y proteinas de membrana- SAG. Se evaluaron diferentes formas
de extraer estas proteinas de los parasitos liofilizados; por aplicacion de ultrasonido o
extraccion con detergentes. La eleccion del detergente y las condiciones de extraccion
se deben hacer por ensayo y error, ya que depende de la naturaleza de las proteinas
[45]. Entonces se evaluaron detergentes de varios tipos: anfétero, idnico y no-ionicos,
y se comparé con la extraccién por sonicacion.

En la figura 4 se observa el comportamiento de un ensayo de ELISA para
determinacioén de IgG contra T. gondii en muestras de suero de pacientes sanos e
infectados, utilizando las diferentes preparaciones de antigeno. Se calculé la relacion
entre la densidad 6ptica a 450nm (DO450) de las muestras positivas y negativas con
cada tratamiento y se escogid la extraccion con el detergente A, ya que permitia una
mejor discriminacion de poblaciones. Este presenta ademas otras ventajas, es muy
utilizado para solubilizar proteinas de membrana porque no provoca desnaturalizacién
y tiene una baja absortividad en el ultravioleta [45]. De aqui en adelante, los extractos
preparados en el laboratorio se realizaron con este detergente.
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Figura 4- Comportamiento por ELISA de los extractos obtenidos con los diferentes detergentes
(A-D), el sonicado y la suspensién de taquizoitos sin procesar. P1, P2 y P3 son muestras
positivas (pacientes infectados) y N1 y N2 son muestras negativas (pacientes sanos).

Evaluacion de los diferentes antigenos

Se comparan los antigenos comerciales con los diferentes lotes de los
antigenos obtenidos en el laboratorio mediante un andlisis por SDS-PAGE (figura 5).

1 2 3 4 PM PM Extracto

o

. 67 bt |

4s
{
P30— .

’ 30 L3 o |
-

& ok

- — & 14

Figura 5- Izquierda: andlisis por SDS-PAGE de los diferentes extractos. 1. Extracto comercial
con detergente, 2. Extracto comercial sonicado, 3. Extracto de nuestro laboratorio lote R119,
4. Extracto de nuestro laboratorio lote R120 y PM. Marcador de peso molecular. Derecha:
western blot del extracto de nuestro laboratorio revelado con un anticuerpo monoclonal anti-
P30 marcado con HRP.
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Si bien el patrén de bandas es diferente en los diferentes extractos, en la
figura 5 izquierda se observa nitidamente la presencia de la proteina P30 en el
extracto comercial con detergente y los preparados en el laboratorio, dato confirmado
por western blot (figura 5 derecha). La P30 o SAG-1 es una proteina de unos 32 kDa
de la membrana de los taquizoitos, mayoritaria y muy antigénica [18]. También se
observan otras bandas que podrian corresponder a proteinas antigénicas como
HSP70 (73kDa), MIC1 (50 kDa), MIC3 (38 kDa), GRA2 (28 kDa), GRA7 (26 kDa) [22,
46]. Otra observacion de la figura es que en las extracciones de diferentes cosechas
de taquizoitos (R119 y R120) no se detectan diferencias, lo cual sugiere una buena
reproducibilidad entre lotes. La reproducibilidad fue confirmada por ELISA, la variacién
resulté ser menor al 4% en todos los casos evaluados.

Comparacion con antigenos comerciales
DO 450 P 9

4,000

3,500 @ comercial detergente|

@ comercial sonicado

3,000 -

| extracto laboratorio

2,500 ~

2,000 +

1,500

1,000 ~

0,500 -

0,000 -
Pos 1 Pos 2 Pos 3 Pos 4 Neg 1 Neg 2 Neg 3

Figura 6- Comparacién de los extractos comerciales con el de nuestro laboratorio por
ELISA de IgG.

En el gréfico de la figura 6 se observa que el extracto preparado en el
laboratorio se comporta de forma muy similar a uno de los comerciales y presenta
mayor relaciéon positivos/negativos que el otro cuando se detectan IgG especificas.
Cuando se utilizan estos mismos antigenos en la determinacién de IgM (datos no
mostrados), el antigeno comercial sonicado no es capaz de distinguir entre muestras
positivas y negativas, mientras que con el otro se detecta mucho ruido de las muestras

negativas.

Se realizd el analisis por western blot para evaluar el reconocimiento de
ambos antigenos por muestras positivas y negativas a IgG contra T. gondii. En la
figura 7 se observa un patrén de reaccién muy similar entre ambos antigenos, a pesar
de las diferencias en el patron de proteinas observado en el SDS-PAGE. En la tira
correspondiente a la muestra negativa también se detectan bandas, sin embargo, el
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patron es muy diferente al de las muestras positivas. Esto sugiere que se da una leve

reaccion inespecifica con proteinas del extracto.

Antigeno comercial Extracto
PM 1| (@237 112003 |4 5 B8 7l '8 PM
(kDa) (kDa)

| 130

100 | f 100
70 | | 2 18 | 70
55 | L« | 1= 1 55
40 | 40

35

15 : = ‘ - RRl
10 ; .

Figura 7: Reactividad de las IgG de diferentes muestras por western blot utilizando antigeno
comercial y extracto. Cada tira 1 a 4, en el caso del antigeno comercial y 1 a 8 en el caso del
extracto, fueron incubadas con diferentes muestras o blanco (solamente diluyente de
muestras). Tira 1: blanco, 2 a 7: muestras positivas a IgG y 8: muestra negativa.

Se decidi6 continuar trabajando con el extracto preparado en el laboratorio
teniendo en cuenta el precio, la cercania del proveedor y las posibilidades de ajustar el
procedimiento de extraccién para obtener un producto con la calidad deseada.

Puesta a punto de las condiciones de sensibilizacion de las placas

La inmovilizacion del antigeno a la superficie de la placa se lleva a cabo por
adsorcién pasiva, en la cual se dan interacciones hidrofébicas entre zonas apolares de
las proteinas y la matriz de plastico [42]. La eficiencia de esta interaccion depende de
muchas variables: buffer, concentracion de proteinas, temperatura y tiempo de
incubacién. Un factor importante para el paso de adsorcién a la placa, es la eleccién
del buffer en el que se realiza la dilucion del antigeno, para lo cual se estudian
diferentes pH y concentracion salina.
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Figura 8- Evaluacion del efecto de los distintos buffers de adsorcion del antigeno (1 a 6)
sobre el desempefio del ELISA. P1 a P7 son muestras positivas y N1 a N3 son muestras

negativas.

Cuando se utiliza el buffer 1 en la adsorcion, se obtiene una sefial mayor, sin
embargo, el buffer con el que se obtiene una mayor relacién en la senal de sueros

positivos/ sueros negativos es el 5, por lo que se escogié ese buffer (figura 8).

DO 450 Ajuste de la concentracion de antigeno

3,500

@ 1 ug/ml
m2 ug/ml Figura 9- ELISA

@5 ug/m! utilizando diferentes
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antigeno.

3,000
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1,500 4

1,000 1

0,500 4

0,000 -

Pos 1 Pos 2 Pos 3 Pos 4 Neg 1 Neg 2 Neg 3

Combinando estos resultados (figuras 8 y 9) con los de otros ensayos, se
fijaron las condiciones de adsorcion: 100 ul/pocillo de una solucion 2 pg/ml de
antigeno en buffer 5, incubado toda la noche a 4°C.

Luego de la inmovilizacion del antigeno se deben bloquear los sitios de la
superficie de poliestireno que quedaron sin cubrir. Este paso se realiza en condiciones
estandar, se utiliza seroalbumina bovina (BSA) en PBS a una concentracion de 10
mg/ml. Luego de este tratamiento, la placa queda pronta para aplicar la muestra a
analizar.
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Estabilidad de los extractos

Maria Ximena Simén Soria

Se observé que los extractos perdian reactividad cuando eran almacenados

a 4°C (figura 10), ademas cuando estos se descongelaban y congelaban en repetidas

oportunidades, se degradaban (figura 11). Esto ocurria tanto con el extracto comercial

como con el de nuestro laboratorio.

Supusimos que el antigeno se estaba degradando por la presencia de

proteasas en el extracto [47-49]. Este problema se solucion6 agregando un inhibidor

de proteasas al buffer de extraccion (figura 12), y se aplic6 en la produccion de los

siguientes lotes de antigeno. El compuesto utilizado es un inhibidor irreversible de

serin proteasas que se utiliza frecuentemente en lisados celulares [45].

DO 450

3,500 1
3,000 -
2,500
2,000 -
1,500
1,000 -

0,500

0,000 -

Figura 10- Comparacién del comportamiento por
ELISA del extracto recién descongelado (-80°C)
con el almacenado durante 24 h a 4°C.
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muestras
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Figura 12- Comparacion por ELISA de un extracto con inhibidor
de proteasas que estuvo a temperatura ambiente 24h y una placa
seca previa sin inhibidor, en la que se habia usado antigeno
recién descongelado.
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Estabilidad de la soluciéon de antigeno

Si se piensa producir lotes de mas de 100 placas, hay que tener en cuenta el
tiempo que se tarda en dispensar la solucion de antigeno. Por datos empiricos,
sabemos que la solucion de antigeno no es estable por mucho tiempo. Se evalud la
estabilidad preparando la solucién y sensibilizando tiras de pocillos de ELISA cada 30
minutos. En la figura 13 se observa la reactividad promedio de 5 muestras positivas de
diferente titulo. Se observa que a los 150 minutos, la reactividad baja alrededor de un
10%. Seria deseable que la soluciéon no permanezca mas de 60 minutos, donde se
observa un descenso del 3%. Con los equipos que tenemos en el laboratorio somos
capaces de procesar hasta 500 placas por hora, por lo tanto, en principio este no seria

un inconveniente.

Estabilidad solucion de antigeno

100,0 i\I\{\‘ﬂ

80,0 -

60,0

40,0

% DO inicial

20,0 -

0,0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

minutos

Figura 13 — Promedio de la densidad Optica de 5 muestras positivas con respecto

al tiempo 0.

Estabilidad de las placas sensibilizadas y secas

Una vez fijadas las condiciones de sensibilizacion y bloqueo, es necesario
acondicionar las placas para ser utilizadas mucho tiempo después de su produccion.
Para ello se incuban con una solucién estabilizante, se secan en estufa y se envasan
en estuche hermético. Se estudi6 la estabilidad acelerada de las placas en estas

condiciones.
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Figura 14- Efecto de la temperatura de almacenamiento (durante 3 semanas) sobre
los resultados del ELISA.
En la figura 14 se observa una reduccion de la reactividad del 10% en la

placa almacenada a 37°C, lo cual indica que las placas secas y envasadas son muy
estables [42].

A partir de este punto qued6 definido el antigeno y las condiciones de
preparacion de las placas. Ahora se lleva a cabo el desarrollo de cada uno de los
ensayos por separado comenzando por el de determinacién de IgG, que es el primero
que se utiliza para el diagnéstico.
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Ensayo para la deteccion de IgG especificas anti-T. gondii

Este ensayo tiene un formato de ELISA indirecto cuantitativo para la deteccion
de anticuerpos IgG especificos contra T. gondii en suero humano. El ensayo se basa
en la unién de los anticuerpos del paciente al antigeno del parasito adsorbido al pocillo
de la placa. Esta reaccion es revelada por un anticuerpo secundario conjugado a la
enzima peroxidasa que cataliza la formacion de un complejo coloreado. La intensidad
del color desarrollado es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos
presente en la muestra del paciente, permitiendo asignarle un titulo expresado en
unidades internacionales.

El kit consistira en:

« una placa de 96 pocillos sensibilizada con proteinas de superficie de
taquizoitos, bloqueada, estabilizada y envasada.

« frascos conteniendo soluciones estabilizadas de: diluyente de muestras,
conjugado, sustrato, lavado y frenado

« control negativo y calibradores

Desarrollo

Estudio del diluyente y dilucion de las muestras

Para facilitar la manipulacién en la rutina del laboratorio clinico, se decidié
trabajar con una dilucién de muestras que se pudiera hacer directamente en el pocillo
de reaccion. Una dilucién de 1/21 se puede realizar sembrando 10 pl de muestra en
200 pl de diluyente.

Es necesario ajustar experimentalmente las condiciones de reaccion de modo
de maximizar las uniones especificas y minimizar las inespecificas [50]. La muestra
utilizada en estos ensayos es suero o plasma, la cual contiene una variedad
componentes, entre ellos otros anticuerpos que pueden interferir en el ensayo. Para
bajar el ruido provocado por componentes de la muestra a alta concentracion se debe
utilizar un diluyente de muestras con algun agente que favorezca las uniones con
mayor afinidad. Otra cualidad deseable para el paso de siembra de muestras es que el
diluyente cambie de color al sembrar la muestra, de modo que se puedan diferenciar
facilmente los pocillos que contienen, de los que no contienen muestra. Para esto se
agrega un colorante en el diluyente que vira con el cambio de pH provocado por la

muestra.
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Revelado de la reaccién

Luego de la incubacién de las muestras se revela la reaccién mediante la adicién de
una solucién conteniendo anticuerpos contra IgGs humanas conjugados a la enzima
peroxidasa. La concentracion de conjugado enzimatico se debe ajustar para cada lote
de producto, o sea, no todos los productos funcionan a una misma dilucion, ni lo hacen
todos los lotes del mismo producto. Esto se debe a que pueden tener diferente
concentracion de anticuerpos, moléculas de enzima por molécula de anticuerpo y
avidez. En la figura 15A se observa el efecto de diferentes diluciones de conjugado

enzimatico en la curva de calibracion.

A Curva estandar con diferentes diluciones de conjugado B Concentracion de TMB

3,5 4
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1,54 0,25mM
—e— 1/30000 1
—=— 1/40000
—4A— 1/50000

2,51

DO450
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&
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Figura 15- Curva de calibracién revelada con diferentes diluciones del conjugado enzimatico

(A) o diferentes concentraciones de TMB (B).

Posteriormente se incuba con una solucion conteniendo el sustrato de la
enzima, peroxido de hidrégeno, y TMB que es un aceptor de electrones cromogénico.
También se puede modificar la concentracion de TMB en la solucién (figura 15 B).

Se escoge la dilucion de conjugado enzimatico y concentracion de sustrato
optimas para obtener una curva estandar lo mas lineal posible y con una DO del
calibrador de 60 Ul/ml que supere las 2 unidades de absorbancia, de forma que la
bajada debida al envejecimiento del kit afecte lo menos posible su performance.

Cuantificaciéon y curva de calibracion

Existe un patron internacional para la cuantificacién de anticuerpos contra T.
gondii [51]. A través del National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC)
la OMS distribuye un suero humano estandar con anticuerpos contra T. gondii que
contiene 20 Unidades Internacionales por ml (Ul/ml) de IgGs especificas.
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Al tratarse de un ensayo cuantitativo necesitamos asignarle un titulo a cada
muestra en Ul/ml calculado a partir de una curva de calibraciéon. Esta curva de
calibracion se realizé a partir de diluciones de un pool de muestras positivas de titulo
alto — mayor a 100 Ul/ml. Realizando diluciones seriadas de ambos y comparando las
curvas, se le pudo asignar al estdndar secundario 140 Ul/ml (figura 16A). Las
diluciones de suero no tienen una respuesta de densidad éptica lineal, sin embargo se
puede linealizar graficando el logaritmo de las Ul (figura 16B), lo cual facilita la

titulacién de las muestras.

A B
8 3000 3 3,000 ,
o o
9 2,500 - Q 2,500 |
2,000 1 2,000
1,500 1 1,500 1
1,000 A SLOVS 1,000 1
0,500 1 —=— pool 0,500 -
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,000 ‘ : : : :
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Figura 16- Titulacion del estandar secundario utilizando el patréon de IgG anti-T. gondii de la
OMS. A- Gréfico de la DO450 vs. Ul/ml, B- Linealizacion del gréafico

Utilizando el estandar secundario se debe construir una curva que pueda ser
provista en el kit. Esta debe tener ciertas caracteristicas:

- Cubrir un amplio rango de titulo de anticuerpos.

- Estar compuesta por pocos puntos (no mas de tres o cuatro), para que el
usuario no deba utilizar demasiados pocillos de la placa quitandole espacio a
las muestras.

- Permitir el calculo del punto de corte entre las muestras positivas y negativas.
Teniendo en cuenta estas consideraciones se construyé una curva con los

siguientes puntos: 1,5; 2,5; 20 y 60 Ul/mL.

Se estudié la correlacion entre el titulo de 88 muestras positivas asignado

segun la técnica de VIDAS y nuestro ensayo. En la figura 17 se muestra que existe

una correlacion positiva alta entre las técnicas.
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Calculo del punto de corte o cut-off

Es necesario establecer un punto de corte o “cut-off” a partir del cual una
muestra es diagnosticada como positiva. El valor de cut-off seleccionado va a
determinar la sensibilidad y especificidad diagndsticas del ensayo. Para establecer el
punto de corte se recurrid a la construccion de una curva ROC con el titulo de las
muestras positivas y negativas. Con este andlisis se hace un emparejamiento de los
valores de sensibilidad y especificidad para cada posible punto de corte [42].

Se escogid el punto de 2UI/mL como punto de corte o cut-off, con el cual se
obtiene una sensibilidad del 99% y una especificidad del 100%. Como se observa en
la figura 18, se obtiene una muy buena discriminacion de las muestras, ademas de
observarse una gran dispersién en el titulo de las muestras positivas.

Se establecié una zona de indeterminacion, o zona gris, entre los puntos de 1,5
y 2,5 Ul/ml que nos permite tener una mejor precision en el diagnoéstico. Las muestras
que caigan dentro de esta zona, deberan ser retesteadas para dar el diagnéstico

definitivo.
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Figura 18: A) Curva ROC y B) distribucién del titulo en Unidades Internacionales por ml (Ul/ml)

de las muestras positivas y negativas analizadas.

Estabilidad

Contemplando el periodo de tiempo que puede transcurrir entre la produccion
del kit hasta que llega a manos de su consumidor y la posibilidad de estoquear
unidades en los laboratorios clinicos, es deseable que el producto tenga una validez
de al menos un afno conservado entre 2 y 8°C. Para ajustar los parametros que
afectan la estabilidad del kit son necesarios estudios de estabilidad acelerada para
optimizar los tiempos de desarrollo. Deshpande en su libro propone, segun la ecuacion
de Arrhenius, que la degradacion provocada al almacenar un kit de ELISA una semana
a 37°C emularia a la del almacenamiento durante un ano a 4°C [52]. En algunos
ensayos se almacena durante 10 dias a 37°C para tener un mayor margen.

Estabilidad acelerada del kit completo

Con estos resultados se observa un descenso promedio en la reactividad de un
32%, sin embargo la clasificacion de las muestras permanece igual en cada caso
(figura 19). O sea, mas alld que la DO disminuya, no cambia el diagnéstico de las
muestras.
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Figura 19- Reactividad de los calibradores (CN, 1, 2, 20 y 60 Ul/ml) y

muestras (N, P1-P4) con el kit almacenado a 37°C o a 4°C durante 10 dias.

Validacion

Una vez que se obtuvo el disefo final del ensayo, se produjo un lote piloto de
20 kits para llevar a cabo los estudios de validacién. La validacion de un ensayo se
realiza para garantizar que el mismo sea capaz de clasificar muestras
independientemente del operador, condiciones en las que se lleva a cabo el ensayo o

la procedencia de las muestras [42].

Comparacién con otros ensayos comerciales

Ademés de tener las muestras clasificadas segun el ensayo de VIDAS,
bioMérieux, comparamos algunas muestras, en especial las que tenian resultados
discordantes, con el ensayo Platelia Toxo IgG, Biorad (figura 20). Este ensayo tiene el
mismo formato que el nuestro.

Las muestras coinciden en su clasificacion obteniéndose una DO mayor para
nuestro ensayo en las muestras positivas y valores similares para las negativas.
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Figura 20 — Resultados de ELISA de 15 muestras positivas (P1-15) y 12 muestras negativas

(N1-12) utilizando nuestro ensayo (Celquest) y uno comercial (Platelia Toxo 1gG).

Evaluacién diagndstica

Lo ideal es que un ensayo sea capaz de discriminar la totalidad de las
muestras positivas y negativas correctamente, con lo cual se tendrian valores de
sensibilidad y especificidad del 100%. Sin embargo, esto casi nunca es posible y hay
que establecer un equilibrio entre ambos parametros [42]. Para el diagnéstico de
toxoplasmosis en mujeres embarazadas lo mas importante es la especificidad del
ensayo. Esto es asi debido a que las pacientes con serologia negativa son
susceptibles a una primoinfeccion durante el embarazo y es importante brindarles
informacion acerca de las medidas de prevencion [32]. Por este motivo se opt6é por
mantener la especificidad en 100% (intervalo de confianza al 95% entre 97.11% y
100.0%) aunque esto haga que la sensibilidad baje al 99,1% (IC 95% entre 95.13% y
99.98%).

Otros parametros que definen al ensayo son los valores predictivos positivo
(VPP) y negativo (VPN). Estos parametros nos aportan mas datos importantes, ya que
ademas de la sensibilidad y especificidad del ensayo, dependen de la prevalencia de
la enfermedad en la poblacion. En este caso, si consideramos una prevalencia del
40%, el VPP=100% y el VPN= 99,4%.

Reproducibilidad

Se ensay6 una muestra positiva de titulo medio durante varios dias por un
mismo operador. El objetivo del ensayo fue evaluar la variabilidad en el titulo obtenido
en los diferentes ensayos.
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Figura 21- Lectura del calibrador de 20 Ul/ml realizada en 10 corridas diferentes.

En el gréfico de la figura 21 se representa la DO del punto del estandar de

20Ul/ml en los diferentes dias. Se observa que en las 10 repeticiones, todos los puntos

se encuentran dentro de los 2 desvios estandar, obteniéndose un coeficiente de

variacion del 7,2%, lo cual se considera aceptable [42].

Repetibilidad inter-ensayo

Muestra Muestra Muestra Muestra
negativa positiva positiva positiva
débil fuerte
DO
Media 0,030 1,191 2,463 3,129
DS 0,004 0,125 0,197 0,104
%CV 12,5 10,5 8,0 3,3
Repetibilidad intra-ensayo
Muestra Muestra Muestra Muestra
negativa positiva positiva positiva
débil fuerte
DO
Media 0,018 0,700 1,532 2,391
DS 0,002 0,047 0,058 0,122
%CV 9,2 6,7 3,8 5,1
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En general se acepta un coeficiente de variacion< 10% para cada muestra
dentro de un mismo ensayo y <15% para diferentes ensayos [42], por lo tanto los
resultados fueron satisfactorios.

Validacién por la Autoridad Sanitaria Nacional

La Direccion de Laboratorios de Salud Publica llevé a cabo una validacién con
muestras de paneles comerciales certificados y propios. Fueron testeadas 74
muestras positivas y 71 negativas obteniéndose 100% de sensibilidad y 100% de
especificidad.

Evaluacion externa

El kit fue evaluado en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(ICS) de la Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay. Fueron testeadas un total
de 90 muestras positivas y 90 muestras negativas. Se obtuvo un 100% de
concordancia con el ELISA IgG TOXO IICS.

Estabilidad a tiempo real

Se estudié el comportamiento del kit cada tres meses durante un afo. En la
figura 22 se grafica la evolucion de la DO y del titulo de 6 muestras positivas
expresado como porcentaje con respecto al dia 0. El dia 0 corresponde al
comportamiento del kit en la fecha en que se realizé el control de calidad final del lote.
La DO de las muestras va disminuyendo progresivamente hasta que a los 12 meses
se mantiene poco mas del 60% de la inicial, sin embargo el titulo de las muestras
fluctba alrededor del 100% durante todo el periodo. En todos los ensayos la
clasificacién de las muestras positivas y negativas fue correcta. En resumen, a pesar
de que la DO disminuye, se mantiene la capacidad de diagnosticar las muestras
correctamente durante todo el periodo de vida util del kit.
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Figura 22- Evolucién de la DO vy el titulo de 6 muestras positivas durante 12 meses

expresado como % con respecto al dia 0.

Situacion actual

El kit actualmente se encuentra registrado ante el Ministerio de Salud Publica
por lo tanto ya estd permitida su comercializacion a nivel local. Ademas se esta
estudiando la estabilidad a tiempo real de 3 lotes del kit para corroborar los datos de
estabilidad y reproducibilidad.
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ELISA para la deteccion de IgM especifica

Los kits de ELISA comerciales para la deteccién de IgM contra Toxoplasma se
encuentran basicamente en dos formatos: ELISA de captura o ELISA indirecto con un
“sorbente” en el diluyente de muestras [53].

En caso de utilizar un formato de ELISA indirecto comun, se pueden observar
dos tipos de efectos adversos provocados por las IgGs de la muestra [54]. Uno de
ellos esta dado por la competencia con las IgMs especificas por los sitios de unién al
antigeno (figura 23 caso 1). En este caso se observa un descenso en la sefial de una
muestra IgM positiva pudiendo incluso detectarse como negativa (falso negativo).
También existe interferencia en las muestras positivas a IgG y negativas a IgM que
tienen factor reumatoideo (FR). El FR es un autoanticuerpo IgM que reconoce el Fc de
las IgGs propias. En caso de haber FR en la muestra, este podria estar unido a IgGs
especificas, que al reconocer el antigeno serian detectadas por el conjugado anti-lgM
(figura 23 caso 2) y desarrollando color como si fuera una muestra positiva (falso

positivo).
Caso 1 - Muestra positiva a lgM e IgG contra T. gondii Caso 2 — Muestra negativa con FR
M’% Cumugadu anti- Cnnjugadn anti-
x IgM humana-HRP [Ealoicey x \gM humana-HRF
\gG especifica )\ IgG especifica
La muestra La muestra
- aparece como s aparece como
)\ * * negativa a lgM positiva a lgM
e ® e 0
Admlnn ds Adicitn del Revelado Adicidn de Adicién del Revelado
Ia muestra conjugado la muestra conjugado
enzimatico enzimatico

Figura 23- Posibles formas de interferencia de las IgGs en el ELISA para la deteccion de IgM.

En un estudio en el que comparan varios kits para la deteccién de IgM anti-
Toxoplasma [55], no hallaron diferencias significativas en la performance -sensibilidad
y especificidad- con los diferentes formatos de ELISA -indirecto o captura, anticuerpos
monoclonales o policlonales. Se eligié trabajar con el sistema indirecto, por ser en un
principio, el mas simple de comenzar a trabajar. En este caso el ensayo es cualitativo,
0 sea, solo se determina si una muestra es positiva o negativa.

El kit consistira en:

* una placa de 96 pocillos sensibilizada con proteinas de superficie de
taquizoitos, bloqueada, estabilizada y envasada.
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» frascos conteniendo soluciones de: diluyentes de muestras, conjugado
enzimatico anti-lgM humana, sustrato, lavado y frenado, estabilizadas.
* controles negativo y positivo.

Las muestras recibidas fueron clasificadas por Vidas Toxo IgM bioMérieux, IFI
IgM, Platelia Toxo IgM Biorad y/o ImmunoComb Toxo IgM Orgenics. Dada la dificultad
para definir si una muestra es IgM positiva 0 negativa — como se explica en la
introduccién — se consideraron positivas las muestras que fueron reactivas para 2 tests

de un total de 3 realizados.

Desarrollo

Estudio del diluyente y dilucién de las muestras

Segun lo dicho en los parrafos anteriores, en este ensayo hay que tener en
cuenta las interferencias provocadas por la presencia de IgG reactivas o FR en las
muestras. Dichas interferencias pueden llevar a falsos positivos o falsos negativos en
el diagnostico de IgM especifica. Una alternativa para evitar las interferencias es
incubar las muestras con suero de cabra anti-lgG humana. La incubaciéon con
anticuerpos anti-lgG provoca la precipitacion de las IgGs presentes en la muestra,
impidiendo su uniéon al antigeno [53]. Mediante esta estrategia se eliminan las
interferencias mostradas en la figura casos 1y 2.

DO450
3,500
3,000 Con suero anti-lgG
2,500 m Sin suero
2,000
1,500 ——
1,000 +——
0,500 |— .:
0,000 . .
IgM (+) lgM (-) FR (+) IgM (-) FR (-)

Figura 24: Efecto de la adicion de suero de cabra
anti-lgG humana en el diluyente en muestras con

y sin factor reumatoideo (FR).

En la figura 24 se muestra como la adicion de anti-lgG humana redujo la senal
en la muestra que contiene factor reumatoideo. Si no se impide la unién de las 1gGs,

dicha muestra seria detectada como positiva, es decir, seria un falso positivo.
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Figura 25- Evaluacién de diferentes proporciones de suero de
cabra anti-lgG humana en el diluyente de muestras, 1,2, 4y 10 ul
suero de cabra por cada pul de muestra. Muestras positivas P1-P4,
muestras negativas N1-N4.

Se ajusté luego la proporcién 6ptima de suero de cabra con la que se obtuvo la
mejor discriminacién de muestras positivas y negativas (figura 25) a 2 ul por cada pul de
muestra.

En los ensayos en que se detecta IgM generalmente se obtiene un mayor ruido
de fondo que en los de IgG. En este ensayo se observaron mayores DO en las
muestras negativas que las observadas con un kit comercial, siendo dificil establecer
un punto de corte. Se estudiaron diferentes composiciones de diluyentes y diluciones
de muestras. Finalmente optamos por diluir las muestras 1/100 en un diluyente con
mas agentes disociantes que el utilizado para el ensayo de IgG.

Con el objetivo de bajar el costo del suero de cabra anti-lgG humana, que es
un reactivo comercial, se optimiz6 otro método de siembra de la muestra. En una
primera instancia se siembra en todos los pocillos 50 ul de diluyente con el suero de
cabra, y a continuacién se agrega a los pocillos 50 ul de muestra diluida 1/50 en
diluyente de muestras sin suero. La muestra se incuba 30 minutos a 37°C lo cual es
suficiente para impedir la interferencia de las IgGs presentes en las muestras.

Controles y calculo del cut-off

En este kit se va a suministrar un control positivo y uno negativo. Ambos van a
ser utilizados para el calculo de cut-off. Usar la DO de los controles para el calculo de
cut-off permite que cualquier factor que afecte al kit modifique también el punto de
corte. Por ejemplo, a medida que el kit se acerca al fin de su vida util va a bajar la DO
de las muestras y controles, pero no se afecta el diagnéstico.
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Mediante la construccion de una curva ROC, se encontr6 un punto de corte
que nos permite detectar todas las muestras positivas sin afectar demasiado la
especificidad del ensayo (Figura 26 Ay B).

El calculo de cut-off se realiza:

Cut-off= (DOControl positivo + DOControl negativo) x 0,3

El factor de 0,3 se determind de modo que el resultado de la operacion
coincidiera con el valor de cut-off obtenido a partir de la curva ROC.
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Figura 26: A: Curva ROC del ELISA IgM. B: Discriminacion entre muestras
positivas y negativas con el ELISA de IgM.

Evaluacion por western blot

Se corrieron por western blot muestras positivas a IgM y algunas negativas que
con el ensayo de ELISA dan reaccién positiva. Mediante el ensayo (figura 27) se
detecta una leve reaccidn en las muestras negativas con un patron similar a las
positivas. En el frente de corrida se observa una banda de mayor intensidad en las
muestras positivas que puede deberse al reconocimiento del GPI proveniente de
proteinas de membrana del parasito [56]. La banda cercana a los 30 kDa puede
corresponder a la SAG1 y la de 35kDa a la P35. Estas se detectan mejor en la
muestra IgM positiva aguda. Las bandas entre 55 y 70 kDa aparecen en todas las
muestras. La banda de aproximadamente 55kDa podria corresponder a ROP1 [56],
gue es una proteina presente en la roptrias y es secretada durante la invasion de la
célula huésped [57]. Previamente se describié que el GPI, ROP1, SAG1 y P35 son
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reconocidos por las IgM de los pacientes cursando la fase aguda de la infeccion [56,
58]. Se sabe que la SAG1 es reconocida mayormente por su estructura tridimensional,
en western blot donde la proteina se encuentra desnaturalizada, se detecta una menor
reaccion [59], entonces la banda observada en la figura 27 puede deberse a otra

proteina que co-migra con la SAG1.

PM
1 Figura 27: Western blot de IgM. 1-

- ; Blanco, 2 muestra IgM positiva cronica,
70 g 3- muestra IgM positiva aguda, 4 y 5-
55 ' f 1+ i Muestras IgM negativas e IgG positivas
40 ! gue con nuestro ensayo dan positivo a
35 IgM, 6- Muestra negativa alta a IgM e IgG

' negativa.
25

¥
15
10 - -

Estabilidad

Se produjeron dos lotes piloto para realizar los estudios de estabilidad
acelerada y a tiempo real y toda la validacion del ensayo.

Estabilidad acelerada

El kit del primer lote almacenado una semana a 37°C mantiene el 79% de la
reactividad comparado con el control a 4°C, mientras que el segundo mantuvo el
89,5%. La concordancia en el diagndstico fue del 100% para ambos lotes.

Estabilidad a tiempo real

Se almacend un lote de 2 a 8 °C por el periodo de vida util del kit — un afo —
para estudiar su performance durante ese periodo. En la figura 28 se puede ver que la
DO fluctua, probablemente debido a las variables independientes a cada ensayo, ya
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qgue no se observa el descenso esperado debido a la degradacion. La relacion de la
densidad éptica con respecto al cut-off (DO/CO) nos da una idea del comportamiento
del kit frente a la clasificacion de las muestras; este se mantiene durante todo el
periodo alrededor del 100%. A lo largo del estudio no se afecta la concordancia
diagnostica de las muestras positivas y negativas. En suma, se considera que el
ensayo se comporta de forma satisfactoria durante este periodo.
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Figura 28— Evolucién de la DO y DO/CO de 8 muestras positivas durante 12 meses

expresado como % con respecto al dia 0.

Validacién
Evaluacién diagnéstica

Se evalué internamente un total de 26 muestras positivas a IgM y 84 muestras
negativas a IgM y positivas a IgG. Con dichas muestras este ensayo presenta una
sensibilidad del 100% (IC 95% entre 86,8% y 100.0%) y una especificidad del 96,4%
(IC 95% entre 89,9% y 99,3%). En este caso es importante detectar todas las
muestras positivas aunque esto signifique una bajada en la especificidad. En caso de
obtener un resultado de IgM negativo se descarta la infeccion reciente, sin embargo, si
la IgM es positiva se contintan los estudios del paciente.

Estudios de reproducibilidad

En los estudios de reproducibilidad intra e inter-placa se obtuvieron los

siguientes valores:
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Repetibilidad intra-ensayo

Muestra Muestra Muestra Muestra
negativa positiva positiva positiva
débil fuerte
DO
Media 0,030 0,200 0,782 1,823
DS 0,002 0,015 0,051 0,163
%CV 6,7 7,3 6,5 9,0

Repetibilidad inter-ensayo

Muestra Muestra Muestra Muestra
negativa positiva positiva positiva
débil fuerte
DO
Media 0,026 0,188 0,766 1,713
DS 0,005 0,028 0,058 0,124
%CV 19,0 14,7 7.6 7,2

En el estudio de reproducibilidad intra-ensayo se obtuvieron CV< 10% para
todas las muestras. En el estudio inter-ensayo casi todas las muestras tuvieron una
variacion <15%. Todos estos resultados son satisfactorios, incluso para la muestra

negativa ya que se obtuvo una desviacion estandar muy baja.

Validacién externa
Se llevé a cabo una validacion por parte de la Direccion de Laboratorios de

Salud Publica. Alli evaluaron la performance del ensayo utilizando paneles propios y
comerciales. El resultado de la validacion fue de 100% de sensibilidad y 100% de
especificidad.

Situacion actual
El producto se encuentra registrado ante el MSP y disponible para la venta.

Contindan los estudios de estabilidad a tiempo real de los lotes producidos hasta el
momento.
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ELISA para la determinacion de la avidez de los anticuerpos
lgG especificos

El ELISA para la determinacion de la avidez de las IgG especificas se realiza
sobre la misma base del ELISA de IgG, incluyendo un paso de disociacion de los
anticuerpos de la muestra.

Desarrollo

Se parte de una placa sensibilizada en las mismas condiciones que se utiliza
para la determinacién de IgG. El primer paso para el desarrollo fue el ajuste de la
concentracion de agente disociante, en este caso se utiliza urea. Se evaluaron
muestras previamente clasificadas como crénicas o0 agudas, segun tuvieran
anticuerpos con alto indice de avidez (C) o bajo indice (A), con diferentes
concentraciones de urea (figura 28).
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Figura 29: indice de avidez (IA) medido como el porcentaje de disociacién obtenido utilizando
diferentes concentraciones de urea para disociar los anticuerpos de la muestra. C1 a C5 son

muestras con alta avidez, A1 a A3 son muestras con baja avidez.

Se eligi6 la concentracidon con la que se obtuvo la mayor diferencia entre el 1A
de las muestras con bajo y alto IA previamente determinado por VIDAS® TOXO IgG
Avidity. Se observa en la figura 29 que esto se logra con urea 8M. También se
evaluaron diferentes tiempos y temperatura de incubacion de las muestras y del
disociante, asi como la composicion de la solucion utilizada como control. Una vez que
se fijaron estos parametros, se ensayaron todas las muestras positivas o dudosas a

IgM, para las cuales tuviéramos caracterizacion previa de avidez.
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Si se corren todas las muestras a una misma dilucion, 1/20, se observa un
solapamiento en el IA de las muestras agudas y crénicas (figura 30 A). Esto se da
porque en las muestras con muy alto titulo de IgG, la DO se encuentra en una meseta
y es muy dificil de ver una disminucién en las muestras tratadas con disociante. Esto
se soluciona diluyendo las muestras que tengan titulo alto de anticuerpos IgG, para
obtener un titulo entre 10 y 30 Ul/ml al momento de sembrar. En estas condiciones,
con el cut-off en un 1A= 30%, se obtiene un 100% de sensibilidad y especificidad con
respecto a la técnica de referencia (figura 30 B).
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Figura 30: indice de avidez de 18 muestras crénicas y 23 muestras agudas, A- todas sembradas

a una dilucién de 1/20 y B- ajustando la diluciéon de las muestras con alto titulo de IgG.
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Figura 31: Relacién entre la reaccion para de IgM y la

avidez de las IgGs de las muestras.
Se evalu6 la relacién que existe entre la reaccion de IgM y la avidez de las

IlgGs. En la figura 31 se visualiza que existe una relacién entre el “titulo” de IgM vy la

avidez en las muestras estudiadas.
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Inmunoblot

Se analizaron muestras por inmunoblot de avidez (figura 32) con el objetivo de
visualizar la afinidad de los anticuerpos frente a las diferentes proteinas antigénicas.
Las tiras fueron incubadas de a pares con la misma muestra una aplicando disociante

(D) y la correspondiente como control sin disociante (C).
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Figura 32: C-Control y D-Con disociante. 1,2- Control de baja avidez, 3,4- control de alta
avidez, 5,6 muestra de alta avidez, 7,8- muestra de baja avidez, 9,10- muestra de baja avidez

En las muestras agudas se observa claramente un descenso en la intensidad
de las bandas en las tiras incubadas con disociante, especialmente en la banda de
masa relativa de 32-40kDa. Este dato es coincidente con lo descrito por Villavedra et
al, 1999 [60], donde encuentran antigenos que presentan una mayor maduracion de la
afinidad que otros. Este dato puede ser Util, si es corroborado con mas muestras, para

el desarrollo de un ensayo de avidez con proteinas recombinantes.

Estabilidad

Estabilidad acelerada

En los dos lotes estudiados se observd que las muestras estudiadas no
cambiaban de categoria (aguda — crénica) cuando se comparaba el kit almacenado a
37 °C con el control. Ademas, el promedio del IA en uno de los lotes se redujo al 87%
y en el otro al 89%.
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Estabilidad a tiempo real

En la figura 33 se muestra un estudio de estabilidad a tiempo real donde se
observa el promedio del IA de muestras da baja avidez y de alta avidez cada tres
meses hasta completar un afo. El |IA de las muestras fluctia levemente pero el
diagnostico no se ve afectado a lo largo del estudio.

a0

—— Baja avidez
—m— Alta avidez

WlA

Meses

Figura 33: Evaluacion del IA cada 3 meses utilizando 4 muestras de baja avidez (por debajo del
30%) y 4 de alta avidez (encima del 30%).

Validacion

Validacioén interna

Se evaluaron 23 muestras agudas y 18 muestras crénicas. Todas fueron
correctamente clasificadas por nuestro ensayo obteniéndose un 100% de sensibilidad
(IC 95% entre 83,2% y 100%) y 100% de especificidad (IC 95% entre 81,5% y 100%).

Estudios de reproducibilidad

En los estudios de reproducibilidad intra e inter-placa se obtuvieron los

siguientes coeficientes de variacion:
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Variacion intraplaca

Maria Ximena Simén Soria

DO CONTROL DO CON DISOCIANTE

Muestra | Muestra Muestra | Muestra Muestra | Muestra Muestra | Muestra

BA1/20 | BA1/200 | AA1/20 | AA1/200 | BA1/20 | BA 1/200 | AA 1/20 | AA 1/200
Media | 841 0,349 1,105 0,926 0,052 0,007 0,540 0,576
DS 0,040 0,012 0,052 0,115 0,005 0,001 0,016 0,041
%CV 4,8 3,4 4,7 12,4 9,6 8,9 2,9 7,1

Variacion interplaca

DO CONTROL DO CON DISOCIANTE

Muestra | Muestra Muestra | Muestra Muestra Muestra | Muestra | Muestra

BA 1/20 | BA1/200 | AA1/20 | AA1/200 | BA1/20 | BA 1/200 | AA 1/20 | AA 1/200
Media | 1676 0,685 2,030 1,905 0,094 0,032 | 1,081 1,191
DS 0,134 0,076 0,136 0,182 0,021 0,004 0,187 0,106
%CV 8,0 11,1 6,7 9,6 22,0 13,9 17,3 8,9

La variacion interplaca es mayor en las muestras con disociante ya que se trata

de valores muy bajos de DO. De todos modos estos resultados se consideran

adecuados para un ensayo no cuantitativo.

Situacion actual
El kit actualmente se encuentra en estudio por el Ministerio de Salud Publica

para su registro. Ademas se esta estudiando la estabilidad a tiempo real de 2 lotes del

kit para corroborar los datos de estabilidad y reproducibilidad.
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DISCUSION GENERAL

Antigeno
El antigeno extraido de taquizoitos en el laboratorio se comporta de forma

similar al comercial cuando se utiliza para el ensayo de deteccion de IgG, sin embargo,
para la deteccion de IgM se observan marcadas diferencias entre ambos antigenos.
Debido al precio y al control sobre la reproducibilidad que podemos tener por realizar
la extraccion en el laboratorio, elegimos este antigeno para todos los ensayos.

Los métodos de extraccion con detergentes dieron mejores resultados que la
sonicacion. No se evaluaron variantes de la técnica de sonicacibn como para
corroborar que con esta técnica no se obtenga un extracto adecuado, sin embargo, en
un trabajo con Neospora caninum, que es un parasito relacionado, se obtuvieron
resultados similares [61]. Incluso cuando se compararon los extractos comerciales, el
extracto sonicado no era capaz de discriminar muestras positivas y negativas en IgM y
mostraba una pobre discriminacién en el de IgG.

Los taquizoitos utilizados en todos los casos, pertenecen a la cepa RH que
forma parte del linaje clonal del tipo | [62]. Esta es una cepa mantenida en laboratorio
por pasajes continuos en ratones o cultivo en células Vero [22]. A pesar de tratarse de
una cepa que no es la que se acostumbra a encontrar en humanos, es ampliamente

utilizada en ensayos de diagnéstico con los que se obtienen buenos resultados.

ELISA de IgG

Este ensayo es cualitativo y cuantitativo, permite determinar si el paciente esta
infectado y a su vez titular la muestra en Unidades Internacionales. Para lograr esto
ultimo, se construyd una curva de calibracion que si bien, no se comporta de forma
lineal, se puede linealizar para permitir la titulacién. Para la cuantificacién se utiliz6 el
primer estandar internacional de la OMS de IgG humana anti-Toxoplasma, cédigo
01/600 que contiene 20Ul/ml [63]. Es util conocer el titulo de los anticuerpos
especificos para conocer la cinética de la respuesta y también puede ayudar con el
pronéstico de la enfermedad. Por ejemplo, un titulo alto de IgG en pacientes con VIH
ayuda a presumir encefalitis toxoplasmica [64]. También puede ayudar a diagnosticar
una infeccion aguda si se detecta un aumento del titulo de IgG de 4 veces o0 mas, en
muestras extraidas de un mismo paciente con tres o cuatro semanas de diferencia
[35].
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Se escogié como punto de corte 2Ul/ml y se establecié una zona gris entre 1,5
y 2,5Ul/ml. Es dificil comparar este punto con el de otros ensayos, ya que la mayoria
de los kits usan estandares previos como el TOXM o TOXS, los cuales cuantifican
anticuerpos totales, a diferencia el 01/600 que contiene solamente 1gG [65].

Con el punto de corte escogido, se obtiene una sensibilidad del 99% y una
especificidad del 100%. En este ensayo es importante clasificar correctamente todas
las muestras negativas con el objetivo de aconsejar a las pacientes sobre las formas

de evitar la infeccion o detectar una primoinfeccién durante el embarazo.

ELISA de IgM y ELISA de Avidez

El ensayo para la deteccién de IgM desarrollado en este trabajo se ajusté de
forma de obtener una sensibilidad del 100%, bajando levemente la especificidad, que
llegb al 96,4%. En este caso es importante detectar todas las muestras positivas a
IgM, ya que a estas muestras/pacientes se las sigue estudiando para confirmar o
descartar una infeccion aguda. Los tests para la determinacién de infeccién reciente
mediante deteccién de IgM, tienen un valor predictivo positivo bajo, menor al 50%. Sin
embargo cuando se tienen en cuenta las muestras con alto titulo de IgM, este aumenta
a mas del 80%, siendo un buen indicador de infeccion aguda [66]. En este trabajo, tal
como se describioé previamente [67-68], se encontré una alta correlacion entre la baja
avidez y el alto titulo de IgM. Cuando ambos estan presentes, existe una alta
probabilidad de que se trate de una muestra aguda. Sin embargo, la determinacion del
indice de avidez por si misma es confiable para diagnosticar infeccién pasada cuando
se encuentran anticuerpos de alta avidez, pero la persistencia en el tiempo de
anticuerpos de baja avidez no permite diferenciar una infeccion aguda de una pasada
[69]. Por ello, es necesaria la combinacién de las tres técnicas o el andlisis de
muestras seriadas para el diagndstico certero de infeccién aguda.
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CONCLUSIONES

Como resultado de este trabajo se obtuvo:

- Un método de exiraccion de proteinas de taquizoitos de T. gondii
estandarizado y reproducible.

- ELISA para la deteccién de IgG cuantitativo con una sensibilidad del 99,1% y
especificidad del 100%.

-  ELISA para la deteccion de IgM con una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 96,4%.

- ELISA para la determinacién de la avidez de los anticuerpos IgG que es capaz

de clasificar correctamente todas las muestras.

Los ensayos desarrollados pueden producirse en formato de kit, ya que
probaron ser estables, presentan una performance, presentacion y manipulacién
comparable a otros kits comerciales y fueron validados y registrados por el Ministerio
de Salud Publica. Ademas del valor individual de cada uno, es de destacar que los tres
ensayos pueden ser utilizados en conjunto para realizar un diagnéstico serolégico

completo de toxoplasmosis en una Unica muestra.

Tareas a futuro

» Realizar ensayos de campo con muestras reales.

= Evaluar los ensayos con muestras de otras patologias, con diferentes
anticoagulantes (en caso de trabajar con plasma).

= Comparar los extractos de RH con otras cepas aisladas de pacientes locales.

= Evaluar la fraccién de 10-15kDa del antigeno por ELISA de IgM ya que es la que
presenta mayor discriminaciéon entre muestras positivas y negativas por WB.

= Estudiar la fraccion de 32-40kDa por ELISA de avidez, contra la que las IgGs
especificas presentan una mayor maduracién de la avidez.

= Ampliar los ensayos de validacién.
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