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Abstract— Toxoplasma gondii infection is a parasite z0onosis
with worldwide distribution which public health impact is related to
congenital, ocular and cerebral toxoplasmosis. To date, a variety of
serological diagnostic techniques had been implemented and
adapted to study this parasitosis; however, few studies about their
evaluation and validation have been carried. The aim of this
research was the standardization and evaluation of an in house
ELISA for IgG antibodies against T. gondii in Peruvian population.

Was evaluated a sample of 178 Peruvian sera, which were
cataloged as positives or negatives in comparison to a ELISA
reference test. To determine cut-off and diagnostic parameters of the
in house ELISA we employed ROC curves. Also we established inter
and intra assay variation coefficients.

The result was a cut-off was a reactivity index of 1.0; with
85.9% sensibility, 70.1% specificity, 65.6% positive predictive value
and 88.2% negative predictive value. A correlation inter and intra
assay correlation of 0.93, 0.88, 0.57, 0.95, and 0.975, respectively,
was obtained.

The in house ELISA evaluated and standardized for IgG
antibodies against T. gondii in Peruvian population, is a technique
with high sensitivity, thus can be used in screening or
seroprevalence studies; besides it is easy to perform and of low cost.

Keywords--  Estandarization, ELISA, IgG antibodies,
Toxoplasma gondii, Peru
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Estandarizacion de un ELISA para la deteccion de
anticuerpos ant1 Toxoplasma gondii en poblacion

peruana

Resumen— La infeccion por Toxoplasma gondii es una
zoonosis de amplia distribucion mundial cuyo impacto en salud
publica se circunscribe mayormente a los cuadros clinicos de
toxoplasmosis congénita, ocular y cerebral. A la fecha, se han
implementado y adaptado una variedad de técnicas serologicas para
el diagnostico y estudio de esta parasitosis; sin embargo, son
escasos los estudios en torno a la evaluacion y validacion de las
mismas. El objetivo del presente estudio fue estandarizar y evaluar
un ELISA casero para la deteccion de anticuerpos IgG anti T.
gondii en poblacion peruana.

Se sometio a evaluacion mediante un estuche referencial de
ELISA mexicano, un total de 178 sueros de personas de Perii, los
cuales fueron catalogados como positivos o negativos. Para la
determinacion del punto de corte del ELISA casero se emplearon
curvas ROC y se determinaron los parametros diagnosticos de la
técnica. También se determind la correlacion inter e intra ensayo.

Como resultado se obtuvo un punto de corte un indice de
reactividad de 1.0; una sensibilidad del 85.9%, especificidad del
70.1%, valor predictivo positivo del 65.6% y valor predictivo
negativo del 88.2%. En las evaluaciones inter e intra ensayo se
obtuvieron coeficientes de 0.93, 0.88, 0.57, 0.95, y 0.975,
respectivamente. La frecuencia de anticuerpos IgG anti T. gondii
fue del 39.8%.

La técnica de ELISA estandarizada y evaluada para la
deteccion de anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii en poblacion
peruana, es una técnica altamente sensible, por lo cual puede ser
empleada en estudios de tamiz o seroprevalencia; ademds de su
facil ejecucion y bajo costo.

Palabras clave-- Estandarizacion, ELISA, anticuerpos IgG,
Toxoplasma gondii, Peru

I. INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un protozoario paréasito
cosmopolita capaz de infectar vertebrados homeotermos tanto
de ambientes marinos como terrestres y aéreos, incluido el ser
humano [1]. La zoonosis normalmente es originada por la
ingesta de carnes poco cocidas infectadas con quistes o de
ooquistes presentes en el ambiente. En individuos
inmunocompetentes la infeccion es asintomatica y controlada
por el sistema inmune, pero la mayor morbi-mortalidad esta
asociada a la toxoplasmosis congénita y encefalica en
neonatos y pacientes con VIH-SIDA, respectivamente [2-4].

En América del Sur es comun la infeccion por T. gondii,
lo cual estaria asociado a practicas sanitarias deficientes en
poblaciones nativas americanas, pues tienen un acceso
limitado a servicios de saneamiento. A lo anterior se suma la
diversidad genética del parasito en esta region, la cual esta
asociada a su virulencia y a los cuadros clinicos [5,6]. Sin

embargo, son pocos los estudios sobre esta zoonosis en Per( y
estos indican seroprevalencias que oscilan entre el 40.0 y
56.7% [7,8].

La Organizacion Mundial de la Salud, en el marco de las
prioridades de investigacion en zoonosis e infecciones
marginadas, destaca la necesidad de desarrollar técnicas
diagndsticas que sean econdmicas y seguras para el estudio de
la toxoplasmosis; lo cual demanda procesos de validacion que
brinden una mejor aproximacién a la situacion real de esta
zoonosis [9,10].

El objetivo de este estudio fue estandarizar y evaluar la
técnica inmunologica “Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay” (ELISA) indirecto para la deteccion de anticuerpos
1gG anti Toxoplasma gondii en poblacion peruana.

Il. METODOLOGIA

a) Muestras bioldgicas

El tamafio de la muestra fue obtenido de acuerdo con lo
propuesto por Jacobson y Flahault para la evaluacién y
validacion de pruebas diagndsticas [11,12]. Considerando una
sensibilidad diagnostica del 97%, error del 5%, intervalo de
confianza del 95% (0=1.96), asi como una prevalencia del
31% [7]. Se obtuvo un total de 100 sueros negativos y 45
sueros positivos.

Se muestre6 un total de 178 voluntarios peruanos,
mayores de edad, de ambos sexos, procedentes de Lima y
Cusco. Ademas, se incluyeron muestras de la seroteca del
Laboratorio de Neurocisticercosis del Instituto Nacional de
Ciencias Neuroldgicas (Lima). Las muestras de sangre fueron
obtenidas por puncién venosa en el antebrazo para la posterior
obtencioén del suero por centrifugacion a 2,300 rpm durante 5
minutos. Finalmente se fraccionaron y almacenaron a -20°C
hasta su uso.

Este trabajo fue evaluado y aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Cédigo de
proyecto 0291.

b) Estandarizacion del ELISA

Se evaluaron diferentes concentraciones de antigeno (1
ug/mL y 2 ug/mL), suero (1:500, 1:1000, 1:2000) y conjugado
anti-lgG humana (1:5 000, 1:10 000) con la finalidad de
estandarizar la técnica. Para ello se incluyeron 3 sueros
positivos y 3 negativos (controles altos, medios y bajos),
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obtenidos a partir de una distribucién normal de absorbancias
en el ELISA y confirmados por Western Blot.

) ELISA

La técnica se desarroll6 considerando la metodologia de la
Referencia [13] y los resultados obtenidos en la
estandarizacion. Las placas de ELISA de poliestireno (Thermo
Scientific, USA) fueron sensibilizadas con 100 ul/pozo de
antigeno total de Toxoplasma gondii cepa RH (2 pg/mL) en
solucién amortiguadora de carbonatos 0.015 M pH 9.6 durante
toda la noche a 4°C. Se bloquearon los pozos con leche
descremada al 5% en solucion diluyente (PBS -Tween 20 al
0,05%, o PT). Posterior a tres lavados con PT, se agregaron
100 pL de suero (1:500) diluido en PBS-T y se incub6 a 37°C
durante dos horas. Luego de la incubacién y mas lavados, se
adicionaron 100 pL/pozo de conjugado anti-lgG humana
ligado a peroxidasa (Sigma, USA) diluido 1:5000 y se incubo
nuevamente a 37°C, dos horas. Luego del dltimo lavado se
revel6 la reaccion con 100 uL/pozo de la solucién de
cromégeno-sustrato (5 mL de &cido citrico 0.1M, 5mL de
citrato de sodio 0.1M, 4mg de O-fenilendiamina y 4 ul de
peréxido de hidrégeno al 30%); la reaccion se detuvo con 50
pL/pozo de &cido sulfarico 1 N. La absorbancia se registré a
492 nm haciendo uso de un lector de placas de ELISA ER500
(Sinnowa, China).

El punto de corte para cada placa se determin6 como el
promedio de las absorbancias de tres sueros negativos mas tres
desviaciones estandar. El indice de reactividad para cada
muestra se obtuvo como el cociente de su absorbancia
dividido entre el punto de corte.

d) Prueba referencial

Todas las muestras de suero colectadas fueron sometidas a
evaluacion de anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii
mediante ELISA desarrollado y validado por el Laboratorio de
Inmunologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria
de México, siguiendo el protocolo establecido en la Referencia
[13]. Esta técnica presenta una sensibilidad del 98.4% y una
especificidad del 65%.

e) Andlisis estadistico

El punto de corte se determind mediante curvas ROC.
Para determinar la bondad diagnéstica del ELISA se
obtuvieron los indices de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos y coeficientes de verosimilitud. Los datos fueron
analizados mediante los programas SPSS 20 y Excel 2013.

f) Analisis inter e intra-ensayo
La evaluacion inter ensayo consistio en la determinacion

de la correlacion entre el registro de absorbancias de las
muestras mediante la evaluacion de los sueros peruanos

usando el estuche de ELISA mexicano en dos momentos
diferentes.

La evaluacion intra ensayo se realizd a partir de la
correlacion entre los registros de absorbancia obtenidos para
cada muestra de suero evaluada por duplicado (pozo 1y pozo
2) en una misma placa.

Las evaluaciones de correlacién inter e intra ensayo se
hicieron por medio de la prueba de Pearson

I1l. RESULTADOS

Producto de la estandarizacion se halld6 una mejor
discriminacién entre sueros positivos y negativos bajo las
siguientes condiciones: antigeno 2 pg/ml, dilucion de suero
1:500 y dilucién de conjugado anti IgG humana 1:5000
(Figura 1).
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Fig. 1 Optimizacion del ELISA bajo diferentes concentraciones de
antigeno, suero y conjugado
C+1, C+2, C+3: sueros positivos; C-1, C-2, C-3: sueros negativos
AG: Antigeno de Toxoplasma gondii

Mediante el anélisis por curvas ROC se obtuvo un indice
de reactividad (IR) éptimo de 1, con un &rea bajo la curva de
0.877 (Figura 2). En la evaluacion posterior de todas las
muestras se obtuvo un total de 93 positivas (IR > 1) y 85
negativas (IR < 1) (Figura 3). El resultado de estas muestras
fue confirmado con el estuche de ELISA referencial.
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Fig. 2 Curva ROC para la optimizacion del punto de corte
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Fig. 3 Distribucion de frecuencias de los indices de reactividad mediante
la técnica de ELISA estandarizada
La linea punteada indica el punto de corte (IR = 1). n = 178.

Los parametros diagndsticos del ELISA estandarizado
fueron 85.9% y 70.1% para la sensibilidad y especificidad,
respectivamente. El valor predictivo positivo (VPP) fue del
65.6%, mientras que el valor predictivo negativo (VPN) fue
del 88.2% (Tabla 1).

TABLA 1
PARAMETROS DIAGNOSTICOS DEL ELISA ESTANDARIZADO Y REFERENCIAL

ELISA ELISA
estandarizado referencial

Sensibilidad diagnéstica (SD) 85.9 98.4
Especificidad diagnostica (ED) 70.1 65.0
Valor predictivo positivo (VPP) 65.6 65.2
Valor predictivo negativo (VPN) 88.2 98.3
Coeficipe;;sﬁ/g \(/gr\ollsji)militud 287 28
Coeficiente de verosimilitud 0.20 003

negativo (CVN)

Se determind el coeficiente de correlacion de Pearson
para las absorbancias obtenidas por grupos de muestras en dos
fechas diferentes. Se obtuvieron coeficientes de 0.93, 0.88,
0.57 y 0.95 para el primer, segundo, tercer y cuarto ensayo,
respectivamente; lo cual se resumen en la existencia de
correlaciones positivas inter ensayo.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de
0.975 para los duplicados de las 178 muestras de suero
evaluadas en una misma placa y en una misma fecha.

IV. DISCUSION

La infeccion causada por el protozoario parasito
Toxoplasma gondii es una de las zoonosis mas frecuentes a
nivel mundial; ello debido a que, en comparaciéon con otras
parasitosis, el hombre como hospedero accidental se halla
expuesto a varias vias de infeccion siendo la alimentaria la
mas frecuente [14]. La importancia que representa el estudio
de la infeccion por Toxoplasma gondii y la toxoplasmosis,
reside en los cuadros clinicos asociados a grupos de riesgo
como pacientes VIH-SIDA y gestantes en los cuales se
presenta la toxoplasmosis en su forma ocular - cerebral y
congénita, respectivamente [15]. En ese sentido, el desarrollo
de técnicas diagndsticas seguras para la confirmacion de casos
en la clinica o en estudios epidemiologicos, es una necesidad
que se debe abordar y adaptar a contextos locales
considerando la practicidad, seguridad y economia de estas
[13,9]. A fin de brindar una mejor aproximacion al estado de
infeccidn, es necesario someter estas técnicas a un proceso de
validacion en el cual se evaliia su idoneidad para el proceso
que el investigador requiera [16,17]. Para el Perti, son escasos
los reportes epidemioldgicos sobre la infeccion por 7. gondii,
no habiendo sometido ninguno de ellos su técnica a un
proceso de evaluacion apropiada. Por ello, esta investigacion
fue orientada al desarrollo y evaluacion de un ELISA capaz de
detectar anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii en poblacion
peruana, con el objetivo de contar con una herramienta util
para estudios subsecuentes en la epidemiologia de esta
zoonosis en el pais.

En la fase de estandarizacion se evaluaron diferentes
condiciones de reactivos como parte de la optimizacién de los
mismos para el mejor desempefio en la discriminacion entre
muestras positivas y negativas. Estas condiciones concuerdan
con lo descrito en la referencia [18] quien estandariz6 y validd
un ELISA para la deteccion de anticuerpos 1gG anti T. gondii
en mujeres gestantes. Un aspecto importante para destacar en
este sentido es que entonces se requiere apenas un microlitro
de suero para hacer la evaluacién por esta técnica, lo cual
facilita el proceso aun cuando haya dificultades en la toma de
muestra o esta deba ser pequefia.

Mediante el anélisis de indices de reactividad mediante
curvas ROC, fue posible determinar el punto de corte éptimo
con el cual se obtiene la mejor sensibilidad y especificidad, lo
cual resulté en un 85.9% y 71%, respectivamente. Estos
valores aunque no igualan o superan a los estuches disponibles
en el mercado, permiten una buena captacion de positivos y
negativos, por lo que para fines diagndsticos tendria que estar
acompafiada de una prueba confirmatoria con alta
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especificidad como el Western Blot. Con base en los
coeficientes de verosimilitud, el ELISA peruano tiene una
mejor capacidad para confirmar presencia de infeccion
respecto al estuche ELISA mexicano, en tanto que la situacion
es inversa si se trata de confirmar ausencia de infeccion [13].

Tanto en las evaluaciones de reproducibilidad inter e intra
ensayos se obtuvieron buenas correlaciones, lo cual demuestra
la estabilidad del proceso en el tiempo y el buen desempefio en
la ejecucion de la técnica, respectivamente.

En la referencia [19] realizaron un estudio comparativo
entre dos estuches comerciales que detectan anticuerpos IgG:
Cobas 6000 Toxo IgG assay (Roche Diagnostics, USA; SD=
99.5%, ED= 98.8%) y Axsym Toxo IgG assay (Abbott
Laboratories, USA; SD= 99.7%, ED= 99.1%). De acuerdo con
sus valores de sensibilidad y especificidad, tienen una
resolucién casi perfecta para calificar las muestras como
positivas 0 negativas en comparacién con el ELISA
desarrollado en el presente trabajo; sin embargo, es importante
considerar que ambos estuches involucran antigenos
recombinantes y procesos automatizados, lo cual eleva su
costo y restringe su uso para estudios exploratorios de tipo
epidemioldgicos.

Son escasos los trabajos publicados respecto a la
validacion de ELISA para la deteccion de anticuerpos 1gG anti
Toxoplasma gondii, ya que en la mayoria de casos los estudios
epidemiolégicos se usan estuches comerciales. EI ELISA
desarrollado como parte de este trabajo de investigacion
obtuvo valores aceptables de sensibilidad y especificidad, por
lo que puede ser empleado en estudios de seroprevalencia o
diagnéstico si en el caso de esta Ultima se acompafia de una
prueba confirmatoria.

V. CONCLUSION

El ELISA estandarizado y evaluado para la deteccion de
anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii, es una técnica
altamente sensible, por lo cual puede ser empleado en estudios
de tamiz o seroprevalencia; ademds de su fécil ejecucion y
bajo costo.
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