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RESUMEN

Objetivos: establecer el punto de corte de una
prueba ELISA IgG de avidez casera en el Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Quindio y correlacionar sus resultados con la fecha
de gestacién y resultados de IgM e IgA en sueros de
pacientes gestantes, analizadas en el laboratorio para
establecer el pertil de uso de la prueba.

Materiales y métodos: se estudiaron sueros de
17 pacientes con fechas de infeccién conocidas,

para definir la curva receptor operador (ROC) por
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la prueba ELISA IgG de avidez anti-Toxoplasma y 91
sueros de pacientes embarazadas con resultados de
pruebas IgM e IgA anti-Toxoplasma analizadas en el
mismo laboratorio.

Resultados: obtuvimos un punto de corte de avidez
menor a 30%, lo que permite una sensibilidad del
100% y una especificidad del 88% para definir si
la infeccién tenia menos de 4 meses de adquirida.
En el segundo grupo, de 91 pacientes, encontramos
que el 63% tenia menos de 16 semanas de gestacién
al momento de la prueba y 3 pacientes tuvieron
indices de avidez bajo (<30%). Se observa que a la
mayoria de pacientes se les solicité la prueba antes
de la semana 16 de gestacién, lo cual es un indicador
de buen uso de la prueba.

Conclusiones: un punto de corte de 30% para

la prueba ELISA de avidez anti-Toxoplasma casera
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en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Quindio, identifica infecciones de
menos de 4 meses de adquirida.

Palabras clave: toxoplasmosis, IgG de avidez,
curva ROC, sensibilidad, especificidad.

SUMMARY

Aims: determining the cut-off value for a home-
based ELISA assay for IgG avidity at the Biomedical
Research Centre at the Universidad del Quindio and
correlating the results from pregnant females’ serum
samples with IgM and IgA test results.

Material and methods: 17 patients having known
infection dates were studied to determine the recep-
tor operator curve (ROC) for a home-made avidity
assay. 91 sera samples from pregnant females were
also analysed at the same laboratory for IgM and
IgA anti-Toxoplasma antibodies.

Results: 100% sensitivity and 88% specificity were
obtained by using a 30% avidity cut-off value for
identifying infections acquired less than 4 months
beforehand. 63% of the 91 pregnant females had
less than 16 weeks’ gestation at the time of exa-
mination and three of the patients had low avidity
tests (<30%). Only one case had avidity less than
<30% after 8 months’ infection. The avidity test
was requested before the 16th week of the gesta-
tional period for most of the patients.
Conclusions: a 30% cut-off identified sera con-
taining infections having less than 4 months’ evo-
lution.

Key words: toxoplasmosis, avidity test, ROC curve,

sensitivity, specificity.

INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado
cosmopolita que causa infeccién en humanos por
zoonosis o por ingestién de alimentos contaminados
“AQ (ACAQ - 1 < d 4 ! E
Y, €N pocos casos, por transp antes de organos. tn
la mayoria de pacientes la enfermedad es asintoma-
tica pero puede causar grandes complicaciones en
individuos inmunosuprimidos o inmunodeficientes,

llevando a la encefalitis toxopldsmica.' Otro grave

problema es la toxoplasmosis congénita, que ocurre
cuando la mujer adquiere una infeccién durante la
gestacion. La infeccién aguda en embarazadas no
se evidencia en alrededor del 90% de los casos.””
En general los signos y sintomas de infeccién agu-
da son tan insignificantes que no se resaltan en la
historia clinica o no se recuerdan por la gestante.
Cuando la gestante es inmunosuprimida por VIH,
linfomas o corticoterapia, la transmisién congénita
puede ocurrir atin cuando tenga historia pasada de
infeccién por Toxoplasma gondii y presente un perfil
serolégico de infeccién crénica.’

A pesar de la existencia de marcadores de
infeccién aguda como IgM o IgA, la persistencia
de ellos hasta por dos afios, luego de ocurrida la
infeccién, hace que la interpretacién y evaluacién
del riesgo de transmisién durante el embarazo sea
incierta.’ Una alternativa es medir la avidez fun-
cional del antigeno y el anticuerpo, lo que permite
estimar el tiempo de adquisicién de la infeccién.
La prueba de anticuerpos IgG de avidez’ se basa en
la distinta fuerza o afinidad que existe en la unién
antigeno-anticuerpo. La técnica de avidez de IgG
antitoxopldsmica permite diferenciar una infecciéon
aguda o primaria de una crénica. En los primeros
meses de una infeccién, el hospedero responde con
la produccién de anticuerpos de la clase IgG de baja
afinidad, la cual aumenta a medida que transcurre
el tiempo de infeccién.

El anilisis de la estabilidad de la unién del com-
plejo antigeno-anticuerpo se puede hacer a través
de una adaptacién de la prueba ELISA IgG para
medir la avidez del anticuerpo. Se basa en que los
anticuerpos producidos durante la fase aguda de la
infeccién tienen una menor avidez.” La ruptura de
la unién entre el antigeno y el anticuerpo, en el caso
de los anticuerpos de baja avidez, se puede realizar
facilmente con un agente desnaturalizante como la
urea. En este estudio buscamos establecer una curva
de madurez de avidez, segiin el tiempo de adquisi-
cién de la infeccién, en sueros con fecha de inicio
de sintomas conocidos, para una prueba ELISA IgG

casera de avidez para Toxoplasma en el Centro de
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Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Quindio. De otra parte, buscamos examinar la edad
gestacional en la cual se estd utilizando la prueba
y su correlacién con los resultados de esta IgG de

avidez con la IgM e IgA anti-Toxoplasma.

MATERIALES Y METODOS

Diseno: estudio de corte transversal, estandariza-

cién de prueba diagnéstica.

Poblacién (pacientes y sueros)

Utilizamos un primer grupo de sueros de 17 pacien-
tes con fechas conocidas de infeccién y sintomas de
toxoplasmosis ganglionar (diagnosticados en la consulta
especializada del centro de salud de la Universidad del
Quindio) con el fin de definir una curva de evolucién
del porcentaje de avidez de la prueba IgG anti-Toxoplasma.
La hipétesis de asociacién se realizé entre el nimero de
meses desde la fecha estimada de infeccién (por signos
y sintomas clinicos obtenidos durante la elaboracién de
la historia clinica) y los resultados del porcentaje de
avidez de la prueba ELISA para IgG anti-Toxoplasma.
La prueba de avidez busca determinar el tiempo de
evolucién de la infeccién y discriminar entre dos
grupos de pacientes: aquellos con menos de 4 meses
de adquirida la infeccién y aquellos con mas de 4
meses de adquirida la infeccion.

Un segundo grupo analizado fue el de los sueros
de 91 pacientes embarazadas atendidas en el progra-
ma de control de embarazo de la ciudad de Armenia
y Calarcd (estratos socioeconémicos segin SISBEN
de 1 a 3) y sueros remitidos de Bucaramanga (estratos
socioeconémicos segun SISBEN de 3 a 6) con edad
gestacional conocida; con el cual se buscé determinar
a qué momento de la gestacién se estaban solicitando
las pruebas de avidez. La seleccién fue por muestreo
secuencial de conveniencia. Se excluyeron los sueros
de gestantes en los cuales no se contaba con los datos

de las semanas de gestacion.

ELISA para IgG
Se utilizé la técnica HUMAN ELISA TOXO IgG

(Alemania). En la primera etapa de incubacién, los
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anticuerpos anti-Toxoplasma contenidos en la muestra
y en el control suministrado en el estuche, se fijaron
especificamente a los antigenos inmovilizados. Al
final de la incubacién, los componentes excesivos
fueron eliminados con solucién de lavado. Se
anadié posteriormente un conjugado anti IgG
(anticuerpo-anti IgG humana, marcado con peroxi-
dasa) que se fij6 especificamente a los anticuerpos
IgG, forméandose inmunocomplejos tipicos. Después
de eliminar el conjugado excesivo con la solucién de
lavado, se afiadi6 el substrato TMB, el cual forma un
color azul que se transforma en amarillo después de
parar la reaccién. La intensidad de este color es di-
rectamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
anti-TOXO IgG en la muestra. La lectura se realizé
en un lector de ELISA Dynatech (USA) MR5000 a
450 nm y con filtro de referencia a 630 nm.

Los resultados se expresaron en unidades inter-
nacionales por mililitro (UI/ml). Los sueros de un
mismo paciente se analizaron simultdneamente y
fueron diluidos si anteriormente habian sido mayor
o igual a 300 Ul/ml (limite de cuantificacién de la
prueba). Cuando los sueros presentaron resultados
de densidades 6pticas mayores a 3,00 se realizé

dilucién 1:100.

ELISA para IgG de avidez

Se siguié una técnica modificada, descrita por
Peyron, et al.® Se utiliz6 el estuche comercial de la
marca HUMAN ELISA TOXO IgG para la avidez; cada
suero se hizo en duplicado. En la primera etapa del
lavado uno de los pozos se lavé 3 veces durante 5
minutos con 300 pl de urea 6 molar por lavado. El
otro pozo se lavé 5 veces durante 30 segundos con
tampén de lavado que suministra el estuche. La urea
se prepara con la solucién tampén de lavado del
estuche. Los resultados se expresaron en porcentaje

de avidez’ asi:

Absorbancia después de lavar

con urea

% avidez = X 100%
Absorbancia después de lavar

con tampén PBS
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ELISA para IgM, IgA

Para el andlisis de los anticuerpos IgM se utilizé el
estuche comercial de HUMAN (Alemania) y técnica
de imnunoensayo enzimaético de captura para la
determinacion de anticuerpos IgA de DIAPRO (Ita-
lia). Los resultados se expresaron en absorbancias
(unidades de densidad 6ptica obtenidas al leer las

muestras en el espectrofotémetro).

Analisis estadistico

Los datos y gréficas se organizaron en Excel y
el andlisis estadistico se realizé con el programa
SPSS versién 14 (SPSS Inc. Chicago, USA). Se
probé la normalidad de distribucién de los datos
con el test de Kolmogorov Smirnov y luego se
realizé un andlisis de correlacién entre los meses
de infeccién y el porcentaje de avidez. Se calculé
la sensibilidad y especificidad de diferentes por-
centajes de avidez para determinar si la infeccion
tenia menos de 4 meses de adquirida y se realizé
una curva operador receptor (ROC). Para esta
evaluacién no hubo prueba de oro y los verdade-
ros positivos (pacientes con menos de 4 meses de
infeccién) y verdaderos negativos (pacientes con
més de 4 meses de infeccién) fueron establecidos
de acuerdo con la fecha de inicio de los sintomas.
La edad gestacional se establecié de acuerdo con
las semanas de amenorrea, el indice de avidez se
establecié en porcentaje y los valores de IgA e IgM

en valores de absorbancia.

RESULTADOS

Establecimiento de punto de corte

de acuerdo a curva ROC

El grupo I constituido por 17 pacientes con toxo-
plasmosis ganglionar fue dividido en 2 subgrupos;
el primero con 8 pacientes menores a 4 meses de
infeccién y el segundo con 9 pacientes mayores
a 4 meses de infeccién. A todos los pacientes se
les realiz6 IgG, IgM, IgA e IgG de avidez. En los
pacientes con menos de 4 meses de infeccién,
el titulo de IgG estuvo comprendido entre 98,5
y >300 Ul/ml, el indice de absorbancia de IgM

entre 0,96 y 3; y el porcentaje de IgG de avidez
entre 8,7% a 26,3%.

En los pacientes mayores a 4 meses de infeccion,
el titulo de IgG estuvo comprendido entre 181,5
y >300 Ul/ml, el indice de absorbancia de IgM
entre 0,380y 1,37; y el porcentaje de IgG de avidez
entre 24,9% a 75,7%. La mediana del porcentaje
de avidez para los pacientes con menos de 4 meses
de infecci6n fue de 21 (rango 8,7-26) y en la de los
pacientes con mas de 4 meses de infeccién fue de
55 (rango 24-75). Como la prueba de Kolmogorov
Smirnov mostré que los datos de meses de infeccién
no tenfan una distribucién paramétrica, se calcul6
el coeficiente de correlacién de Spearman entre la
duracién en meses de la infeccién y el porcentaje
de avidez obtenido por la prueba ELISA para la
avidez de IgG anti-Toxoplasma. El porcentaje de
correlacién de Spearman fue de 0,87 p = 0,000
(figura 1). Al realizar la curva ROC con sueros de
pacientes colombianos y fechas conocidas de infec-
cién, se encontrd que teniendo como punto de corte
una avidez menor a 30%, se tiene una sensibilidad
del 100% (IC95% 100-100) y una especificidad del
88% (1C95% 68-100) para identificar infecciones
adquiridas menores a 4 meses (figura 2). Se com-
pararon varias marcas de urea, s6lo se obtuvo una

buena correlacién de porcentajes de avidez cuando

Figura 1: Pacientes con fechas conocidas de inicio de
sintomas de toxoplasmosis ganglionar y los respectivos

porcentajes de avidez.
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Figura 2. Curva receptor operador (ROC) IgG de avidez
para Toxoplasma, con un punto de corte menor al 30%,
se obtiene una sensibilidad del 100% y una especificidad
del 88%.
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se usé la de marca Sigma (Ref: U1250). De manera
interesante, en estos pacientes con fecha conocida
de infeccién, la IgM fue positiva en todos hasta el
mes 24 y la IgA fue positiva sélo en pacientes con
menos de 4 meses de infeccién, aunque en uno de
ellos la prueba fue negativa, es decir que hubo 87%
de positividad en infecciones menores de 4 meses

para la IgA (figura 3).

Figura 3. Evolucién de los valores de absorbancia para la
prueba ELISA IgM (cutoff 0,3) e IgA (cutoft 0,2) en 17

pacientes con fechas de infeccién conocida.
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Utilizacién de la prueba de IgG

avidez en gestantes durante el

control prenatal

En un grupo de sueros de pacientes con resulta-
dos positivos para IgG y para los cuales se solicité
la prueba de avidez, se determing si se estd soli-
citando la prueba durante el primer trimestre de
gestacion, durante el cual los resultados de avidez
pueden tener una utilidad clinica importante.
Para esto se revisaron los datos de pacientes
a quienes se les realiz6 prueba de avidez en el
Centro de Investigaciones Biomédicas y se analizé
la relacién entre las semanas de gestacién en las
cuales se hicieron la prueba de avidez (figura 4).
Se encontré que el 63% tenia menos de 16 sema-
nas (4 meses) al momento de la prueba, de ellas
3 tuvieron indices de avidez bajo (<30%). Todas
las cuatro pacientes con indices de avidez por
debajo de 30% fueron IgM positivas pero ELISA
IgA negativas. El tnico caso en el cual las IgM
e IgA fueron positivas tuvo un indice de avidez
de 61% a las 12 semanas de gestacién, indicando
que la infeccién ocurrié 4 meses antes, es decir

fue preconcepcional.

Figura 4. Gestantes que se realizaron la prueba IgG de
avidez en el laboratorio del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Quindio, nétese que 3

gestantes tuvieron {ndices de avidez bajo (<30%) en la
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DISCUSION

Se observé una relacién entre la duracién de la in-
feccién y los porcentajes de avidez en los sueros con
fechas conocidas de infeccién. En nuestra prueba,
un porcentaje de avidez menor a 30% indica in-
fecciones adquiridas hace menos de 4 meses. Esto
es un resultado idéntico para el punto de corte del
estudio de Macekelt, et al.'’ Sélo encontramos un
caso con avidez menor de 30% y evolucién de 8
meses; esto apunta a una avidez baja persistente,
fenémeno ya reportado en la literatura.> ' El resul-
tado de la curva ROC es también en todo similar a
lo reportado en la literatura para esta prueba.® Se
confirma la utilidad, como se preconiza en la Guia
Nacional para Toxoplasmosis,'? de realizar la avidez
antes de la semana 16, asi en un caso con IgM e
IgA positivas el resultado de la avidez orienta a una
infeccién preconcepcional con muy bajo riesgo de
transmisién. Nuestra curva también mostré que la
prueba ELISA IgA fue positiva sélo en infecciones
menores de 4 meses y que algunos pacientes no de-
sarrollan IgA en una primoinfeccién. Esto muestra
que la prueba ELISA IgA es menos sensible pero
mds especifica y confirma su utilidad y limites para
la orientacién diagnéstica.” Igualmente, nuestros
resultados ponen en evidencia el hecho de que, si
se hacen pruebas de avidez luego de la semana 16,
las infecciones adquiridas al inicio de la gestacién
pueden no diagnosticarse. En el caso de los sueros
analizados en nuestro laboratorio, se observa que la
mayoria se hacen antes de la semana 16 (63%) lo cual
es un indicador positivo, pues se esta solicitando la
prueba tempranamente.

El presente trabajo corrobora la observacién de
otros autores de que la prueba de avidez ELISA para
IgG anti-Toxoplasma puede ser una valiosa ayuda para
distinguir mejor entre una infeccién por Toxoplas-
ma reciente (menor de 4 meses) y una crénica. La
confirmacién de un diagnéstico de infeccién por
Toxoplasma reciente es crucial para la clinica en la
toma de decision terapéutica precoz, especialmente
en embarazadas con primoinfecciones e infeccio-

nes congénitas asintomdticas. La fortaleza de este

estudio es que se utilizaron muestras con fechas
conocidas de infeccién, las cuales son de dificil ob-
tencién; en nuestro caso se requirieron mas de dos
afos para obtener este grupo de casos. La debilidad
del estudio es el bajo ntimero de muestras utilizadas,
lo cual genera un intervalo de confianza amplio para

el valor de sensibilidad obtenido.

CONCLUSIONES

Un punto de corte de 30% para la prueba ELISA
de avidez anti-Toxoplasma casera en el Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Quindio, identifica infecciones de menos de 4 meses

de adquirida.
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