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SUMMARY

In this article we describe the use of colloidal gold labeled polyclonal
antibodies for the identification of A and M type immunoglobulins
specific for Taxoplasma gondii in human serum samples. The competi-
tive inhibition produced by immunoglobulins G was removed by the
adsorption of sera with Protein A-Sepharose.

The use of colloidal gold labeled antibodies and the subsequent am-
.plification of the reaction with silver ions, made possible the obser-
vation of the antigen-antibody reaction using the conventional optic
microscope. The sensitivity and specificity of the system are 100%
and 96.5% respectively.

RESUMEN

Se describe la utilizacion de anticuerpos policlonales marcados con
oro coloidal para la identificacién de inmunoglobulinas de los tipos
A y M especificas para Toxoplasma gondii, en muestras de suero
humano. La inhibicién competitiva provocada por las inmunoglobulinas

G se eliminé adsorbiendo los sueros con proteina A-Sefarosa.

La utilizacign de anticuerpos marcados con oro coloidal y posterior
amplificacién de la reaccion con iones de plata, posibilité la obser-
vacion de la reaccién antigeno-anticuerpo al microscopio éptico con-
vencional. La sensibilidad y la especificidad del método son 100% y

96,5%, respectivamente.

INTRODUCCION

La interpretacion de los métodos serolégicos emplea-
dos para el diagnéstico temprano de la infeccién aguda
con Toxoplasma gondii es complicada, por la prevalen-
cia de altos titulos de IgG contra toxoplasma en indivi-
duos normales de la poblacion (1) y el hecho de que
los anticuerpos de tipo IgM persisten en algunos indi-
viduos durante meses o afios después de la infeccion
aguda (2). La presencia de IgA contra toxoplasma ha
sido reportada por algunos investigadores, empleandose

para su deteccion diferentes métodos; muchos han con-
siderado que estos anticuerpos son importantes para el
diagndstico del estado agudo de la infeccién (2, 3, 4).
El método mas empleado es la inmunofluorescencia in-
directa (IFI), en la cual se han observado resultados
falsos negativos a causa de la inhibicion competitiva
provocada por los anticuerpos de tipo IgG especificos
(5, 6, 7). Para eliminar estos anticuerpos se han utilizado
diferentes metodologias como son la centrifugacién con
gradiente de sacarosa (8), cromatografia de exclusién
molecular (6), adsorcion con inmunoglobulinas insolu-
bilizadas (9), proteina A (10) o anticuerpos contra la
porcién Fc de las gammaglobulinas (11).

Una gran cantidad de ligandos, como inmunoglobu-
linas, lectinas, toxinas y proteina A fueron empleados
en la formacién de complejos con oro coloidal, para la
identificacion de determinadas moléculas (12).

En el presente trabajo nosotros utilizamos una meto-
dologia simple para la deteccién del complejo antigeno
anticuerpo, que consiste en la utilizacion de anticuerpos
policlonales especificos (anti-IgA e IgM) marcados con
oro coloidal y un segundo paso de amplificacion de la
sefial con iones de plata, lo que permite su visualizacion
al microscopio Optico convencional.

MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos policlonales

Anticuerpos policlonales [1 mg/mL en tampén fosfato salino
(PBS)], producidos en carnero, especificos para las inmunoglobulinas
A y M humanas, donados por el Centro de Inmunoensayo de Ciudad
de La Habana. Se dializaron durante 12 h contra una solucién de
cloruro de sodio 5 mM a 4°C.
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Conjugado

El coloide de oro monodisperso de 15 nm de didmetro se obtuvo
por reduccién controlada de una solucién de 4cido tetraclorodurico
(MERCK), empleando citrato trisédico (MERCK) 1% en agua
destilada como agente reductor(13). El pH del coloide se ajustd al
valor éptimo para el acoplamiento, con carbonato de potasio
(MERCK) 0,2 M, este valor se determiné segun el test de floculacion
reportado por Roth (14).

El acoplamiento de las inmunoglobulinas al oro y su posterior
purificacidn, se realizé acorde con el procedimiento descrito por Roth
(14). Después de purificado, el precipitado (anticuerpos marcados con
oro coloidal) se reconstituyd en tampén fosfato 0,1 M pH 7,2-7,4 con
BSA (Albamina Bovina) al 1% y se almacené a 4°C.

Antigeno

Los trofozoitos de Toxoplasma gondii se obtuvieron por
inoculacion de la cepa RH en ratones Balb/c. Se inocularon 1.5 x 108
células en la cavidad abdominal de cada ratén; después de tres dias
se les extrajo el liquido ascitico, el cual se sometié a lavados
continuos con PBS a 400 g durante 10 min, posteriormente se fijaron
con formaldehido al 0,5%, se lavaron nuevamente y se ajustd la
concentracion a 3,5x10° células/mL de PBS, BSA al 0,1%.

En cada pocillo de la lamina portaobjetos se depositd una gota de
aproximadamente 10 pL de la solucién que cohtiene los trozofoitos
de Toxoplasma gondii, se secaron a temperatura ambiente y se guar-
daron a 4°C.

Muestras

El Centro de Higiene y Epidemiologia de Ciudad de la Habana
dond las muestras positivas a las que se les determiné por IFI la
presencia de anticuerpos de los tipos A, G y M.

La muestra se consideré positiva para IgG si se observaba sefial
en la dilucién de 1/32 y para IgA y M en la dilucién de 1/8. Las
muestras negativas provienen de donantes de banco d*sangre sero-
légicamente negativos o con titulos de anticuerpos menores de 1/32,
determinado por IFIL.

Eliminacién de las IgG dcl suero

Para eliminar las IgG del suero se utilizé Proteina A acoplada a
Sefarosa CL-4B (Pharmacia LKB) como immunoadsorbente. Las
muestras a analizar se diluyeron 1/5 con ¢l inmunoadsorbente (80 pL
de inmunoadsorbente con 20 pL de suero) y se mantuvieron en
agitacion durante 1 h a temperatura ambiente.

Después de otra hora en reposo se hicieron diluciones dobles se-
riadas del sobrenadante en tampén fosfato 0,1 M pH 7,2-7,4, a ;;artir
de 1/8. La eliminacién de las IgG del suero se realizé tanto para la
IFI como para la deteccion con oro-plata.

IFI

La IFI se utilizé6 como método de referencia. Los sueros, después
de ser adsorvidos con proteina A-Sefarosa CL-4B, se pusieron a
reaccionar durante 30 min a 37°C, en cimara himeda, sobre las
liminas sensibilizadas. Pasado el tiempo de reaccién se lavaron con
PBS y se incubaron con los conjugados especificos diluidos con azul
de Evans, durante 30 min en cimara himeda a 37°C. Después de
lavadas nuevamente con PBS, se secaron y se observaron en el mi-
croscopio de fluorescencia con aumento de 40X.

Controles

-Control positivo (IgM)

Suero serolégicamente positivo para Toxoplasma gondii, con un
titulo (IgM) de 1/64.

-Control positivo (IgA)

Suero serologicamente positivo para Toxoplasma gondii, con un
titulo (IgA) de 1/32.

-Controles negativos

Sueros no reactivos para el Toxoplasma gondii. Los titulos de los
controles se determinaron por IFI. El sistema comercial AuBiodot-tox
G se empled para determinar el titulo de IgG antes y después de la
adsorcién con proteina A-Sefarosa.

El prdcedimiento a seguir en cada caso fue el &iguiente: se
depositaron 10 pL de los sueros problemas sobre cada circulo de
las ldminas portaobjetos y se incubaron durante 30 min a tempe-
ratura ambiente, se lavaron con tampodn fosfato de sodio 0,1 M pH
7,2-7,4 durante 10 min y se incubaron con los conjugados especificos
durante 30 min. Transcurrido el-tiempo de reaccion se lavaron nueva-
mente y se incubaron con el revelador fisico (amplificador de plata
JANSSEN), a temperatura ambiente en cimara himeda, durante 10-
15 min. Finalmente se lavaron las laminas por inmersion en agua des-
tilada durante 1-2 min y se secaron para su observacion directa al
microscopio 6ptico convencional BH-2 (100X, inmersion con glicerol).

Procesamiento estadistico

Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positi-
vo y valor predictivo negativo se calculé de acuerdo con un reporte
de la Organizaciéon Mundial de la Salud (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

El acoplamiento al oro coloidal de los anticuerpos
policlonales anti IgM e IgA se hizo a pH 7,0-7,2 y 8,0-8,2
respectivamente y se mantuvo estable durante siete meses
a 4°C. Este proceso de acoplamiento depende de muchos
factores para su estabilidad, como son: la concentracion,
conformacion y punto isoeléctrico de la proteina, asi como
de la fuerza idnica, pH y temperatura del medio de sus-

Fig.1. Fotografia con microscopio 6ptico de la reaccion de una
muestra positiva. La flecha seiiala los toxoplasmas marcados; en el
caso de muestras negativas, estos quedan transparentes, por lo que
no se visualizan con el microscopio (100X)
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pensién (13, 16, 17, 18). Para este caso (anticuerpos
policlonales) donde existe una mezcla de proteinas con
diferentes puntos isoeléctricos, fue posible seleccionar el
valor de pH 6ptimo para el acoplamiento, a través del
test de floculacion (14). Este fue el valor de pH en el
que el coloide mantuvo su estabilidad frente a la accidén
de las sales con una menor cantidad de proteinas.

Se estudiaron 44 sueros, de los cuales 16 tienen titulos
considerados positivos para IgG, 10 tienen titulos de
anticuerpos de tipo M y 10 con titulos de anticuerpos
de tipo A, determinados inicialmente por IFL

La figura 1 muestra como se visualizan los toxoplas-
mas al microscopio 6ptico, después de la reaccién con
una muestra positiva y el correspondiente marcaje con
oro-plata; en el caso de muestras negativas, no es posible
observarlos al microscopio dptico.

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos utili-
zando anticuerpos conjugados a oro-plata; en ella se
observa ia reduccion de los titulos después de la adsor-
cién de los sueros con proteina A Sefarosa CL-4B.
Como ha sido reportado por diferentes autores (5-11),
lus sistemas empleados en la deteccion de IgA e IgM
dan resultados falsos negativos debido a una inhibicién
competitiva de los anticuerpos especificos al Toxoplasma
gondii.

La capacidad de unidon de la proteina A-Sepharosa
CL-4B empleada para la inmunoadsorcién es de apro-
ximadamente 20 mg de IgG/mL de gel. Nosotros utili-
zamos 80 pL de gel que debe tener una capacidad de
unién de 1,6 mg; la cantidad de IgG/mL de suero en
humanos es aproximadamente 13 mg (19), observandose
en los resultados obtenidos la disminucién de los titulos
de IgG y por tanto la reduccion de su interferencia en
la deteccidn de titulos bajos de IgA e IgM (1/8).

La deteccién de las Igs A y M es de gran importancia
para el diagnéstico temprano de la infeccion en mujeres
embarazadas, diagndstico prenatal y de los recién naci-
dos en los que existan razones para sospechar de una
infeccion congénita, por lo que titulos de estos anticuer-
pos pueden tener valor diagndstico si se tiene en cuenta
que estos anticuerpos son los primeros que aparecen
después de una infeccidn reciente. Muchos procedimien-
tos han sido empleados para la deteccidn de estas in-
munoglobulinas entre los que se encuentra la IFI. Con
la metodologia empleada por nosotros obtuvimos resul-
tados- similares a los observados con la IFI para los
sueros positivos. A estos sueros no se les determind por
IFT el titulo final para cada una de las inmunoglobulinas,
pero si hubo correspondencia en la presencia o no de
estos anticuerpos en un titulo que puede tener valor
diagnostico (1/8) (1, 3, 4).

Tabla 1
Resultados de la deteccion de los titulos de Igs A, Gy M,
Referencia

clinica IgG *S/A *A IsM IgA
1/32 - - 1/16

Embarazadas 1/32 - 1/8 -
1/256 - 1/32 1/16

1/32 - 1/16 -
Abartes 1/256 - 1/16 1/16
1/32 - 1/8 1/8
Trastornos Vite ; 18 s

oculares - >

1/128 - 1/8 1/64

1,256 - 1/16 -

1/32 - - -
Otras 1256 " 1/16 V16

causas b . o
1/512 1/16 1/64 1/64
1/1024 1/16 - 1/16

* 1/32 - = =

Donantes 1/16 - - -

27 sueros - -

*S/A: Sueros sin adsorber ~ *A: Sueros adsorbidos.  *Suero por IFI negativo.
Sensibilidad: 100 %  Especificidad: 96,5 %  Valor predictivo positivo: 93,75 %
Valor predictivo negativo: 100 %

En el caso de las muestras negativas estudiadas en-
contramos un suero con un titulo de 1/32 que es negativo
por IFL. Para este suero no encontramos titulos de IgA
e IgM, por lo que las IgG circulantes pueden deberse a
una vieja adquisicion de la infeccidn.

El método empleado por nosotros tiene una buena
sensibilidad (100%) y especificidad (96,5%) respecto al
procedimiento convencional de IFI. La probabilidad de
que un suero tenga anticuerpos especificos al Toxoplas-
ma gondii cuando la prueba da positiva es de 93,75 %.
Esto, unido a la ventaja que ofrece la posibilidad de
observacion de-los resultados al microscopio 6ptico con-
vencional, hace pensar en la utilizacion de esta meto-
dologia para la deteccion de IgA e IgM especificas para
el Toxoplasma gondii.
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