34,

Comparacion entre metodologias
para la deteccion de IgG an? toxoplasma Gondii en suero

@ 20 min.
&K

La toxoplasmosis es una zoonosis
causada por toxoplasma gondii, un parasito
intracelular obligado, de la familia
Sarcocys?dae, genero toxoplasma, capaz de
infectar a las células de humanos, mamiferos
y aves. Los sintomas, el curso y las
consecuencias de la infeccién dependen de
la virulencia, el tamafio del inoculo, la
gené?cay el estado inmunoldgico del
huésped. En el siguiente trabajo comparan
diferentes test seroldgicos para deteccion de
an?cuerpos IgG an? toxoplasma gondii y
establecer la concordancia entre ellos;
ademas proponen una guia para realizar
equivalencias entre los resultados posi?vos
obtenidos por las dis?ntas técnicas.
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Resumen

La toxoplasmosis es una enfermedad
sistémica producida por toxoplasma gondii
que afecta a hombres, mamiferos y aves.

Bioandlisis | Nov - Dic 17

Suele no manifestarse clinicamente en
pacientes con estado inmunoldgico com-
petente. En condiciones normales la
infeccidon ocurre solo una vez en la vida
dejando un estado de inmunidad celular y
humoral permanente. En la mayoria de los
casos la infeccion solo puede comprobarse
mediante analisis seroldgico, con técnicas
para la deteccion de an?cuerpos IgG, IgM o
totales. Los obje?vos de este trabajo fueron:
comparar diferentes test seroldgicos para
deteccidn de an?cuerpos IgG an? toxo-
plasma gondii y establecer la concordancia
entre ellos; proponer una guia para realizar
equivalencias entre los resultados posi?vos
obtenidos por las dis?ntas técnicas. Los
métodos evaluados fueron HAI (hemaglu?-
nacion indirecta), QM (quimiolu-
miniscencia) e IFI (inmunofluorescencia
indirecta). Se evaluaron 100 muestras de
suero de pacientes adultos de ambos sexos
que ingresaron al laboratorio con solicitud
de serologia para toxoplasmosis, a las cuales
se les doso I1gG e IgM. Se descartd del analisis
una muestra con resultado posi?vo para IgM
an? toxoplasma gondii. Las restantes fueron
analizadas por los 3 métodos a evaluar. Para
determinar la concordancia metodoldgica se
calculé el coeficiente Kappa. Los coeficientes
de concordancia Kappa que se encontraron
para los resultados globales (posi?vo/ne-
ga?vo) fueron para HAl vs QM: 0.802, HAI vs
IF1: 0.774, QM vs IFl: 0.743, mostrando una
excelente concordancia entre las técnicas
HAI/QM, y buena concordancia entre
HAI/IFI y QM/IFI. En cuanto a las
equivalencias propuestas (estra?ficando
resultados posi?vos) se obtuvieron los
siguientes coeficientes: para HAl vs QM:
0.662, HAl vs IF: 0.569, QM vs IFI: 0.637,
mostrando buenas concordancia entre
HAI/QM y QM/IFI. Acorde a la bibliogra?a,

los resultados encontrados demuestran la
importancia de u?lizar siempre el mismo
método diagnds?co. Para los casos en donde
los pacientes no tengan acceso a la misma
metodologia en el seguimiento clinico, se
propone el uso de una tabla de relacién entre
resultados de dis?ntas técnicas, a modo de
facilitar la interpretacién de los mismos.

Palabras clave: toxoplasma gondii,
quimioluminiscencia, inmunofluorescencia
indirecta, hemaglu?nacién indirecta.
Abreviaturas: HAI (hemaglu?nacién
indirecta), QM (quimioluminiscencia), IFI
(inmunofluorescencia indirecta), 1gG
(inmunoglobulina G), IgM (inmunoglobulina
M), FITC (iso?ocianato de fluoresceina), PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa),
NIBSC (Ins?tuto Nacional de Estandares
Bioldgicos).

Introduccion

La toxoplasmosis es una zoonosis
causada por toxoplasma gondii, un parasito
intracelular obligado, de la familia
Sarcocys?dae, genero toxoplasma, capaz de
infectar a las células de humanos, mamiferos
y aves. Los sintomas, el curso y las
consecuencias de la infeccién dependen de
la virulencia, el tamafio del inoculo, la
gené?cay el estado inmunoldgico del
huésped (1). Es una enfermedad sistémica,
auto limitada y de muy bajo riesgo para las
personas inmuno-competentes.

Clinicamente se manifiesta con
linfoa-denopa?a asintoma?ca acompariada
en ocasiones por fiebre, dolor de garganta y
erupcion cutdnea. También puede afectar
diversos érganos como el higado, el bazo,
meninges, pulmon y corazéon. En inmuno-
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competentes, la infeccidén ocurre solo una
vez dejando inmunidad celular (Thl) y
humoral permanente (2). La ciné?ca de los
an?cuerpos en la infeccion aguda sigue una
curva de ascenso muy rapida y los niveles
maximos se detectan en 6-12 semanas,
segun la metodologia empleada (figura l) (3).

S

Figura I: Ciné?ca de Inmunoglobulinas
durante la infeccién por toxoplasma gondii

(3).
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Ciné?ca de aparicion y desaparicion de los dis?ntos
iso?pos de an?cuerpos durante la infeccion por
toxoplasma gondii. Ar?culo de revision de toxoplasmosis

(3).

El aporte del laboratorio serolégico
en esta enfermedad es fundamental tanto
para la valoracion inicial del paciente, como
para el seguimiento.

En pacientes inmunocompro-
me?dos es fundamental realizar un
diagnds?co temprano, tanto en infecciones
agudas como en reac?vaciones, ya que
pueden causar dafios irreversibles como
toxoplasmosis cerebral, encefali?s,
miocardi?s y/o neumoni?s. Estas
infecciones agudas se confirman por la
aparicion de an?cuerpos o por el aumento
del valor obtenido en sueros extraidos a
intervalos de 3 semanas. Es de fundamental
importancia la deteccidn seroldgica de
primeras infecciones en pacientes
embarazadas, ya que puede provocar
aborto, dafio neuroldgico, ocular y muerte
fetal. La reac?vacién durante el embarazo no
causa dafios fetales (4).

El tamizaje de la toxoplasmosis
puede realizarse por métodos bioldgicos,
seroldgicos, histoldgicos y moleculares o por
alguna combinacion de los anteriores (5). En
este trabajo se emplearon los métodos de

hemaglu?nacion indirecta (HAI), inmuno-
fluorescencia indirecta (IFl) y quimiolu-
miniscencia (QM), por ser los més accesibles
en nuestro medio. Estas metodologias
presentan diferencias en sensibilidad,
especificidad y blanco an?génico, por ello se
considerd importante comparar resultados
entre ellas, ya que muchas veces se realizan
diferentes técnicas durante el seguimiento
de un paciente. Esta situacion suele darse ya
sea por discrepancia en los pedidos médicos,
exigencias de obras sociales o limitaciones
en las metodologias disponibles en los
laboratorios.

El obje?vo de éste trabajo fue
establecer la concordancia metodoldgica
entre los test para la deteccion de
an?cuerpos IgG an? toxoplasma gondii en
poblacion general y proponer una guia para
realizar equivalencias entre aquellos
resultados que fueron posi?vos por las
dis?ntas técnicas, con el fin de facilitar la
interpretacion clinica.

Materiales y métodos
Estudio

Descrip?vo retrospec?vo.
Muestras

Se incluyeron 100 muestras de suero
de pacientes adultos entre 20 y 70 afios, de
ambos sexos que ingresaron al servicio de
inmunologia de laboratorio LABICO con
solicitud de an?cuerpos IgG an? toxoplasma
gondii. No presentaron lipemia ni hemdlisis.
Las determinaciones se realizaron el mismo
dia que arribaron al laboratorio. No se tuvo
acceso a las historias clinicas de los
pacientes.

Adicionalmente se dosdé an?cuerpos
IgM an? toxoplasma gondii a aquellas
muestras con resultados posi?vos de IgG
an? toxoplasma gondii, excluyendo del
andlisis una muestra que arrojod valores
posi?vos para IgM.

Las determinaciones se llevaron a
cabo respetando las instrucciones
es?puladas por los fabricantes de cada
prueba empleada.

Metodologias U?lizadas

A con?nuacidn se detallan las 3
metodologias para deteccidn de an?cuerpos
IgG an? toxoplasma gondii u?lizadas en este
trabajo:

Quimioluminiscencia: es un inmunoensayo
?po sandwich con captura de clases de
inmunoglobulinas que u?liza tecnologia de
quimioluminiscencia directa. El an?cuerpo
monoclonal an? IgG humana esta unido de
forma covalente a par?culas paramag-
né?cas de la fase sélida. En el reac?vo
luminico, el an?geno purificado de
toxoplasma gondii forma complejos con el
an?cuerpo monoclonal an? p-30 marcado
con éster de acridinio. Si la muestra con?ene
IgG an? toxoplasma gondii se forman
complejos an?geno-an?cuerpo (Toxo G,
Advia Centaur Siemens). El valor de corte del
método de 10 IU/ml fue verificado a través
de curvas receiver operator characteris?cs
(ROC). Posee una sensibilidad de 96,5% y
una especificidad de 98,6%, determinados
por el fabricante. Los resultados obtenidos
dentro de los valores es?pulados por
Siemens como zona gris (6,4-9,9 Ul/ml) se
clasificaron dentro de los nega?vos, ya que
los métodos de IFI y HAI no cuentan con
rangos similares.

Inmunofluorescencia Indirecta: Se
u?lizaron improntas comerciales que con-
?enen el parasito fijado (IFI fluor parasitest
toxoplasma, laboratorio IFl). La dilucién de
las muestras se realizaron a par?r de 1/40
(?tulo de corte) empleando un conjugado
comercial IgG marcado con iso?ocianato de
fluoresceina (FITC, Orgentec) diluido en azul
de Evans (Orgentec), a manera de mejorar el
contraste para el observador. Posee una
sensibilidad de 98,2% y una especificidad
98% determinada por el fabricante.

Hemaglu?nacidn Indirecta: estd basada en
la capacidad que ?enen los an?cuerpos
totales an? toxoplasma gondii para aglu?nar
en presencia de liofilizado de glébulos rojos
de carnero sensibilizados con an?genos
citoplasma?cos y de membrana del parasito
(Toxo test HAI-Wiener Lab). En este ensayo
el suero del paciente es diluido seriada-
mente desde 1/2 a 1/2048 y posteriormente
enfrentado a una suspensién an?génica de
toxoplasma. Se tomo como ?tulo de corte
1/64, segun la metodologia de trabajo
establecida por nuestro laboratorio, modi-
ficando el valor de corte de 1/16 sugerido
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por el fabricante.
Analisis estadis?co
Para evaluar la concordancia estadis?ca entre las técnicas

empleadas se u?lizd el coeficiente de concordancia Kappa, vy las
fuerzas de concordancia consideradas fueron: Kappa >0,8 excelente;

Kappa entre 0,61y 0,8 buena; y Kappa entre 0,41 y 0,6 moderada (6).

Resultados
Concordancia de los resultados entre las dis?ntas metodologias

Evaluando los resultados cuali-ta?vos, sin tener en cuenta el
?tulo o concentracidn se obtuvieron los valores de las tablas 1, 2 y 3.
De los 99 pacientes evaluados 19 fueron nega?vos por las tres
técnicas, 10 fueron nega?vos por QM y posi?vos por HAl e IFl. Un
paciente fue nega?vo por HAI y posi?vo por las otras 2 técnicas.
Analizando los datos obtenidos, se observé una excelente
concordancia entre las determinaciones por QM y HAI, y buenas
concordancias entre HAl e IFly QM e IFI.

®.

Tabla 1: nimene de cascs positives v negativos entre HAL s IF1 (Kappas 0.774)
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Tahia - nimers de casos posines v negativos anrs IF] y OM (Kappa= 0,743)
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Tabla 3: mimero de casos positvos ¥ negativos antre HAL v OM (Kappa= 0.802)

Posivo Megatio Total
Positiva a7 1 [1]
=T
Tatal T4 25 Ba

Concordancia entre resultados posi?vos y nega?vos de las dis?ntas
metodologias con las equivalencias propuestas

Como el nivel de an?cuerpos es de importancia para el
paciente, se compararon los coeficientes de concordancia entre las
dis?ntas metodologias evaluadas acorde a su ?tulo o concentracién.
Los valores hallados se clasificaron del 0 al 6 para poder estra?ficar y
comparar resultados similares. La relacidn de posi?vidad propuesta se
establecid en base a la experiencia del servicio de inmunologia del
laboratorio (Tabla 4).

Los resultados obtenidos en este caso fueron una buena
concordancia entre HAl y QM, al igual que entre QM e IFl, mientras
que la concordancia fue moderada para HAl e IFI. En las Tablas 5, 6y 7
se observan el nimero de muestras cuyos resultados son
concordantes entre los dis?ntos métodos, relacionados a la tabla 4
propuesta.
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Tabila 5: Nivales comgaraiivos de anticimsrpos snire HAl y OM (Kappas 0, B62)
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Tabia §: Niveles comparativos de anticuerpos entre HAl e IF| (Kappa= 0,568)
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Resultados posi?vos y nega?vos (con las equivalencias
propuestas) cuan?ficados entre HAl y QM. Los casilleros marcados en
color gris oscuro representan el nimero de muestras coincidentes.

Resultados posi?vos y nega?vos (con las equivalencias

propuestas) cuan?ficados entre HAI e IFI. Los casilleros marcados en
color gris oscuro representan el nimero de muestras coincidentes.
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Discusion

Una variedad de métodos han sido evaluados en diversos
trabajos para realizar el diagnos?co de toxoplasmosis, algunos de ellos
detectan an?genos de membrana, otros citoplasma?cos, pero no
siempre son capaces de detectar una infeccion. Es fundamental

seleccionar la metodologia conveniente para la deteccién de
toxoplasmosis acorde al contexto clinico del paciente, ya que ademas
de las ventajas y desventajas de cada método, algunas muestras
también presentan interferentes como factor reumatoideo,
an?cuerpos an?nucleares o an?cuerpos an? mitocondriales que
generan resultados falsos posi?vos o falsos nega?vos complicando la
interpretacion de los datos (7). Muchas veces el testeo de las muestras
en paralelo cons?tuye la Unica forma certera para comparar ?tulos de
an?cuerpos entre dos muestras o detectar infecciones recientes a
través de la seroconversion (8).

Las técnicas seroldgicas mds usadas para detectar infeccion
por toxoplasma gondii son QM, ELISA, HAI, IFI, reaccién de la
polimerasa en cadena (PCR) y avidez de 1gG (9).

Es importante destacar que en casos donde se ob?enen
resultados discrepantes, ya sea porque fueron obtenidos por dis?ntos
métodos o laboratorios, o simplemente resultados que no muestran
con claridad el estado infeccioso del paciente, es de gran ayuda realizar
el test de avidez para 1gG an? toxoplasma gondii. El porcentaje de
avidez es de u?lidad principalmente para diferenciar enfermedad
cronica, donde los pacientes presentan un indice alto, de una primo
infeccién donde el indice es bajo (7, 10,11).

Resultados posi?vos y nega?vos (con las equivalencias
propuestas) cuan?ficados entre IFl y QM. Los casilleros marcados en
color gris oscuro representan el nimero de muestras coincidentes.

Aunque el tamizaje seroldgico con?nua siendo fundamental
para el diagnds?co de la infeccidn por toxoplasma gondii, las técnicas
moleculares pueden usarse como metodologias complementarias.

El Western Blot es U?l para discernir entre resultados
discordantes de otras metodologias, como para diferenciar resultados
nega?vos de posi?vos (12,13). Un test cualita?vo G?l para detectar la
presencia de an?genos del parasito, fundamentalmente el de 30Kda,
es el Inmunoblot (14).

Debido al compromiso del sistema inmune y la posible
disminucion de an?cuerpos circulantes que esto implica (pacientes
inmunosuprimidos), la metodologia de eleccién es la PCR, U?l para
confirmar diagnos?co pero no como método de screening (8, 15).

En este estudio se seleccionaron las metodologias de QM, HAI
e IFI por ser las mas accesibles y u?lizadas en nuestro medio, los cuales
mostraron a través del test estadis?co Kappa buena correlacion entre
posi?vos y nega?vos, con una excelente concordancia entre QM y HAI;
y buena entre QM e IFl y entre HAI e IFI, en relacidén a lo descripto en
los trabajos realizados por Hamidinejat H. y colaboradores, y por Jean-
Benjamin Murat y colaboradores (16,17).

Cada una de las metodologias empleadas posee ventajas o
limitaciones incluyendo especificidad de conjugado (18,19), dis?ntas
fuentes an?génicas y en base a esto tendran diferentes desempefios
diagnds?cos. IFl requiere de personal experimentado capaz de
reconocer resultados posi?vos a bajas concentraciones o fendmenos
de prozona a altas concentraciones. Acorde a lo demostrado en el
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trabajo de Rajaii M, Aliparas? MRy
colaboradores, IF| podria ser capaz de
detectar mayor can?dad de casos IgG
posi?vos que ELISA (20), en concordancia
con los resultados obtenidos en este trabajo
que muestran mas resultados posi?vos por
IFI que por las metodologias de HAly QM.

Si bien QM es un método sencillo de
realizar, requiere de aparatologia costosa
sobre todo para realizar un screening de
infeccion. HAI es accesible a realizarla en
cualquier laboratorio, necesita de personal
con entrenamiento minimo, pero posee
interferencias por an?cuerpos heterdfilos, al
igual que QM, y no es U?l para diagnds?cos
de primo infeccién. Por ello para un correcto
diagnds?co de infeccidn se recomienda el
uso de los test para dosaje de IgG an?
toxoplasma gondii de manera complemen-
taria entre ellos, acompafados siempre por
los antecedentes clinicos de cada paciente
evitando de esta manera situaciones no
deseables por diferencias en los resultados
de laboratorio.

Los resultados cualita?vos
obtenidos, en este contexto, permiten que
laboratorios que no dispongan de
instrumental costoso puedan realizar el test
de toxoplasmosis por HAI (16) y aproximar
los resultados que se podrian obtener por
metodologias como IFl y QM, cuando no se
cuenta con la infraestructura o personal
capacitado para realizar dichas técnicas. La
mejor correlacion obtenida se encontrd
entre HAly QM (Kappa: 0,802), similar a la
lograda en el trabajo de Hamidinejat H. y
colaboradores, quienes obtuvieron una
correlacién de 0,736(16).

Para evaluar la discordancia en los
resultados obtenidos en este trabajo es
adecuado considerar las diferencias de
conjugado y principalmente la especificidad
an?génica inherente a cada metodologia
empleada, ademas de posibles reacciones
cruzadas generadas por factor reumatoideo,
an?cuerpos an?nucleares (8) o de
resultados falsamente nega?vos en
muestras con bajos ?tulos de IgG an?
toxoplasma gondii. Sin embargo no se
cuentan con pruebas de estas interferencias
que excedan a las técnicas u?lizadas.

Si bien muchos trabajos de biblio-
gra?a se basan en los diagnds?cos

seroldgicos de infeccion por toxoplasmosis,
la mayoria de ellos no establece un andlisis
compara?vo entre los ?tulos de los
an?cuerpos.

Al comparar los ?tulos de los
resultados posi?vos de las dis?ntas
metodologias con las equivalencias
propuestas, se encontré que para la
comparacion entre HAl y QM (Kappa:
0,662), y entre QM e IFI (Kappa: 0,637) las
concordancias fueron buenas, y para el caso
de la comparacidon entre HAI e IFI (Kappa:
0,569) hubo una concordancia moderada.

D. Silva y colaboradores mostraron
resultados similares en un estudio
compara?vo entre HAI e IFI (Kappa: 0,51).
Sin embargo las valores obtenidos entre
ELISA y HAI (Kappa: 0,81) son
estadis?camente comparables y difieren de
los presentados en este trabajo, evento que
podria asociarse a las diferencias entre los
test de ELISA y QM. El método de ELISA
presentado por Silva y col. u?liza una
preparacion an?génica soluble que detecta
an?cuerpos de ?po IgG (21) difiriendo en
sensibilidad y especificidad a QM, ademas
de que el volumen de muestras evaluado es
significa?vamente menor.

El desempefio diagnds?co no puede
ser analizado en éste contexto ya que no se
tuvo acceso a las historias clinicas de los
pacientes.

Es frecuente que por dis?ntos
mo?vos el médico se encuentre con
resultados de an?cuerpos IgG an?
toxoplasma gondii de un mismo paciente
dosados por diferentes metodologias. Para
estas situaciones o en situaciones donde no
se puede realizar test complementarios, se
plantea el uso de la tabla 4 de manera
orienta?va, ya que los resultados obtenidos
resultan insuficientes para usarla como
referencia, a modo de facilitar la
interpretacion en éstos casos, mediante una
correlacién de qué valores pueden esperarse
al cambiar de técnica diagnds?ca sin que se
deba a cambios bioldgicos de los
an?cuerpos. Es decir, entre qué valores
deberia encontrarse el mismo resultado
analizado por dis?ntas técnicas, que le
sugiera al profesional que la discrepancia es
debida sélo al cambio en la metodologia.

En relacién a la evaluacién esta-
dis?ca realizada al comparar ?tulos de
an?cuerpos y a los indices de concordancia
obtenidos se reafirma, acorde a la
bibliogra?a (22), la importancia de usar
siempre el mismo método para el
seguimiento de los resultados clinicos de un
paciente. Seria importante profundizar éste
trabajo con un mayor nimero de pacientes
adultos adecuadamente clasificados de
acuerdo a un contexto clinico, para obtener
valores mas certeros y acotados, pudiendo
confeccionar una tabla de equivalencias
simil a la presentada para ser usada como
referencia.
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