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RESUMEN

La toxoplasmosis es una de las zoonosis parasitarias mas comunes a
nivel mundial ocasionada por el parasito apicomplexo intracelular obligado
denominado Toxoplasma gondii (T. gondii), la infeccién por T. gondii en el
embarazo puede producir graves consecuencias en el feto. El diagndstico
de esta parasitosis se ha orientado hacia la busqueda de nuevas técnicas
para la deteccion de infecciones recientes que por lo general son
clinicamente asintométicas. Objetivo: Analizar la presencia de anticuerpos
anti-T. gondii en adolescentes embarazadas que acudieron a consulta
obstétrica en el Instituto Autobnomo Hospital Universitario de Los Andes
desde febrero a marzo de 2018. Se estudiaron sueros de 30 adolescentes
embarazadas, por el método de hemaglutinacion indirecta (HAI) de
Wiener y posteriormente a las pacientes reactivas se aplicé la prueba de
ELISA IgG de Avidez estandarizada por el Instituto de Inmunologia Clinica
(IDIC). Resultados: Se obtuvo una seropositividad en 10 (33,3%)
pacientes del total de la poblacion estudiada por el método de HAI; la
prueba de Avidez, 7 pacientes (70%) presentaron Avidez alta, indicando
asi una infeccion pasada, y 3 (30%) pacientes arrojaron la presencia de
anticuerpos totales, indicando una posible presencia de IgM. No hubo
significancia estadistica entre los distintos tipos de factores de riesgo, sélo
en el tipo de carne para el consumo con un valor de (p<0.009).

Palabras claves: Toxoplasmosis, embarazo, anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii, hemaglutinacion indirecta, Avidez de IgG



INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una de las zoonosis parasitarias mas comunes a
nivel mundial ocasionada por el parasito apicomplexo intracelular obligado
denominado Toxoplasma gondii (T. gondii). El hospedero final principal
son fundamentalmente los felinos; sin embargo, también pueden ser
huéspedes intermediarios las aves y mamiferos de sangre caliente
incluyendo al humano. ElI hombre puede adquirir la infeccion por
diferentes vias: mediante la ingestion de quistes tisulares presentes en
carne mal cocida proveniente de animales infectados, o de ooquistes
liberados en las heces de gatos que contaminan hortalizas o fuentes de
agua potable. Una tercera ruta de infeccidn es la via transplacentaria de la
madre al feto. También se debe tomar en cuenta la via transfusional
(Mudiiz y Mondragén, 2009).

La infeccion por T. gondii en el embarazo puede producir graves
consecuencias en el feto. Entre las complicaciones descritas puede
ocurrir muerte intrauterina, coriorretinitis, hidrocefalia, calcificaciones
cerebrales, microcefalia, microftalmia, ceguera, retraso mental o
psicomotor. La gravedad de las secuelas de la toxoplasmosis congénita
estd asociada a la edad gestacional al momento de la infeccion materna.
Los nifios nacidos de una madre infectada en el primer trimestre tienen
una elevada probabilidad de estar gravemente afectados, en comparacion
contra el 80% de los niflos que se infectan durante el tercer trimestre
nacen asintomaticos. Todos los recién nacidos con toxoplasmosis
congénita requieren tratamiento, incluyendo los que nacen asintomaticos
para evitar el riesgo de desarrollo de secuelas tardias (Carral, Kaufer,
Durlach, Moré, Venturini y Freuler, 2018).

El diagndstico de la toxoplasmosis se ha orientado hacia la busqueda
de nuevas técnicas para la deteccion de infecciones recientes que por lo
general son clinicamente asintomaticas, en especial para el diagnodstico
en las embarazadas debido al alto riesgo de transmision al feto si la
primoinfeccion ocurre durante los meses de la gestacién (Acosta, Guillen,

Aria, Meza, Roig, Carpinelli y Diaz, 2010).



Por lo anteriormente expuesto, la importancia de este trabajo de
investigacion se fundamento en la deteccion oportuna de los marcadores
séricos de toxoplasmosis como son los anticuerpos anti-T. gondii. La
presente investigacion tuvo como finalidad realizar un diagnostico
temprano de la enfermedad y asi contribuir en la orientacion médica para
establecer un tratamiento oportuno. Ademas, se plante6 contribuir en la
casuistica de los datos clinicos y epidemiolégicos de las embarazadas
gue presenten infeccién por toxoplasmosis, siendo esto un problema de
salud publica a nivel mundial.

En efecto el siguiente trabajo de investigacion esta estructurado en
cinco (V) capitulos: atendiendo a estas consideraciones en el capitulo | se
realizd el planteamiento del problema, posteriormente los objetivos del
estudio y justificacion; ademas se plantean los alcances y limitaciones. En
el capitulo Il, se presenta el marco conceptual de la investigacion, el cual
estd conformado por trabajos previos, antecedentes historicos, bases
tedricas, definicion de términos utilizados en la tematica que sirven a su
vez como soporte de la misma. Dentro de ese marco més adelante se
establecieron variables del estudio y criterio de analisis

En el capitulo Il se presenta el marco metodoldgico, definiéndose el
tipo de estudio, disefio de la investigacion, poblacibn y muestra,
instrumento de recolecciébn de datos, método para recopilacion de la
informaciéon y disefio de analisis. El capitulo IV hace referencia a la
interpretacion de los resultados, analisis y discusiones de la investigacion.
Asimismo, se presenta el capitulo V el cual contiene las conclusiones y

recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La toxoplasmosis es una parasitosis del hombre y diversas especies
de aves y mamiferos generalmente asintomatica ocasionada por el
protozoo apicomplexo T. gondii, parasito intracelular. Este agente
infeccioso invade al hombre por distintas vias, entre las mas destacas son
la via oral a través de la ingesta de carnes crudas o mal cocidas con
quistes tisulares o bradizoitos, y a través del consumo de agua o
alimentos contaminados con ooquistes. Una vez ingeridos los alimentos
contaminados y posterior liberacién de los esporozoitos en el intestino se
originan los taquizoitos (trofozoitos de replicacion rapida) que empiezan a
multiplicarse con la invasion de células nucleadas, excepto los eritrocitos.
En el adulto, este parasito posee afinidad por cualquier tipo de célula, de
preferencia por las células del sistema fagocitico mononuclear, sistema
nervioso central (SNC) y tejido muscular. En el embrion posee gran
afinidad por el sistema nervioso y este adquiere la enfermedad por
primoinfeccion que ocurre cuando la madre se infecta durante el
embarazo (Romero, 2007).

Estudios seroepidemiologicos han revelado la variacion del grado de
infeccion por T. gondii, en funcidn de las diferentes condiciones
geograficas y los factores de riesgo asociados de contraer la enfermedad.
Estos factores varian en cuanto a la distribucion por edad, el clima y la

condicion socioecondémica. La prevalencia mundial de esta infeccion



oscila aproximadamente entre 40 y 85% de la poblacion mayor de 35
afnos y representa actualmente una importante causa de morbimortalidad
neonatal en casos de toxoplasmosis congénita (Fernandez, Villegas y
Vacaro, 2018).

En este sentido, entre la poblacion de riesgo se encuentran las
mujeres en estado de gestacién, siempre y cuando esta adquiera la
parasitosis durante las primeras etapas del embarazo (Atias, 1991).

Cerca del 90% de las mujeres que llegan a sufrir toxoplasmosis aguda
durante el embarazo son asintoméaticas, asi que su deteccion se basa en
los resultados de las pruebas seroldgicas de los exdmenes durante el
embarazo. Asi pues, 5 de 1000 mujeres que se encuentran en embarazo
y en un estado inmunodeprimido pueden adquirir toxoplasmosis, con un
riesgo del 10-100% de transmisién congénita (Palmezano, Plazas y
Rojas, 2015).

La toxoplasmosis congénita tiene lugar cuando la madre adquiere la
infeccion durante la gestacién y el parasito atraviesa la placenta y alcanza
al feto, por esto se incluye al parasito en el panel TORCH (toxoplasmosis,
rubéola, citomegalovirus, herpes simple I-ll y VIH). Los casos de
toxoplasmosis congénita se dan en madres infectadas hasta 3 meses
antes de la concepcion. La infeccion por T. gondii se asocia con mayor
riesgo de aborto, muerte fetal y parto prematuro, comportdndose de
manera inversa al momento de la transmision de la infeccién y la
severidad de la enfermedad; esto es, mientras mas temprana sea la
infeccion en el embarazo (primero y segundo trimestres), mayor sera la
gravedad de los efectos de la toxoplasmosis congénita, que incluso puede
tener como resultado la muerte fetal. El riesgo de transmision al feto
cuando la madre no recibe tratamiento es del 14% en el primer trimestre,
25% en el segundo y 65% en el tercer trimestre (Giraldo, 2008).

En Venezuela la seroprevalencia promedio para este parasito es
mayor al 50% demostrado en varios estudios: estado Zulia 65,57%,
estado Trujillo 69% y estado Lara entre 38% y 43%. Asi mismo, esta

estadistica aumenta en poblaciones indigenas. Los estudios pioneros en



Venezuela realizados por Maekelt y colaboradores entre 1970 y 1989,
demostraron que la infeccion toxoplasmoésica aumentaba desde la
infancia hasta llegar a un 60% en la edad adulta. Entonces se puede
concluir que por lo menos la mitad de las embarazadas venezolanas
llegan al control prenatal con estado de infeccidén crénica, es decir, sin
riesgo para el feto o neonato producto de esta gestacion (Diaz,
Zambrano, Chacoén, Rocha y Diaz, 2010).

En este contexto dependiendo del grado de infeccién y el estado
inmunolégico de la persona, se produce una serie de manifestaciones
clinicas cuyo cuadro depende de la infeccion, ya que se puede producir,
toxoplasmosis aguda, toxoplasmosis ganglionar, toxoplasmosis ocular y
toxoplasmosis congénita. Todas las formas clinicas se diagnostican a
través de la cuantificacion de inmunoglobulinas séricas especificas para
Toxoplasma gondii (IgM, 1gG, IgA, IgE), a través de distintos métodos
(Achay Szyfres, 2003).

Partiendo del supuesto anterior se plante6 la siguiente interrogante,
¢, Cual seria la seroprevalencia de anticuerpos anti- Toxoplasma gondii en
muestras provenientes de adolescentes embarazadas que acuden a
consulta obstétrica en el Instituto Autbnomo Hospital Universitario de Los
Andes (IAHULA) por el método de hemaglutinacién indirecta y Avidez para

IgG desde febrero a marzo del 20187



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Analizar la presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en
adolescentes embarazadas que acudieron a consulta obstétrica en el
Instituto Autébnomo Hospital Universitario de Los Andes, de febrero a
marzo de 2018.

Objetivos especificos

1. Detectar la presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en
adolescentes embarazadas a través del método de HAL.

2. Interpretar de forma cualitativa, los valores de los anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii, en las muestras de suero de las embarazadas
seleccionadas.

3. Estimar la frecuencia con la que se presenta la toxoplasmosis en
los diferentes trimestres del embarazo en el grupo de pacientes
estudiadas.

4. Medir la Avidez de la IgG anti-Toxoplasma gondii, aplicando la
técnica de ELISA-Avidez estandarizada en el Instituto de
Inmunologia Clinica (IDIC) en las muestras de pacientes
seropositivas.

5. Comparar los resultados obtenidos por la prueba de HAI y la
prueba de Avidez de IgG, en las pacientes estudiadas.

6. Relacionar la prevalencia de toxoplasmosis asociada a los factores
de riesgo.



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La toxoplasmosis es una enfermedad que raramente produce
infecciones generalizadas graves en los adultos inmunocompetentes,
siendo la afectacién del feto en el embarazo la mas frecuente y grave,
ocasionando secuelas complejas en nifios a quienes no se les diagndstica
la infeccion por T. gondii oportunamente, siendo esta adquirida muy
precozmente, alcanzando alta prevalencia en lactantes mayores. Sin
embargo, si las mujeres son diagnosticadas y tratadas durante el
embarazo, las secuelas en el feto disminuyen notablemente, pudiendo
desarrollarse los nifios casi normalmente (Sanchez, Diaz, Garcia, Raleigh
y Palma, 2008).

En virtud a estas consideraciones, las diferencias existentes entre los
sistemas de crianza de animales para consumo humano, los sistemas de
riego de aguas en los cultivos, las costumbres alimentarias de los grupos
humanos, y las condiciones higiénicas generales, juegan un papel
fundamental en la transmision de las infecciones por T. gondii en cada
zona geografica. La infeccion por ooquistes predomina en paises
tropicales, en donde hay mas contaminacion fecal del suelo por heces de
gato, con predominio mayor en ciudades, por la mas estrecha convivencia
con estos animales. Lo contrario sucede en paises no tropicales, en
donde predomina la transmision por carnes (Botero y Restrepo, 2003).

El grupo de mujeres embarazadas con mayor riesgo para
primoinfeccion con T. gondii son las adolescentes, mayor aun si habitan
en ambientes contaminados por animales huéspedes y vehiculos de
transmision de ooquistes (Diaz, Mauriello, Soto, Zavala, Aponte, Escobar
,2010).

La prevalencia de toxoplasmosis congénita varia de 1 a 10 por cada
10.000 nacidos vivos. En Venezuela, la seroconversion durante el
embarazo se ha reportado entre 2,6 a 4,7 primoinfecciones
toxoplasmosica por 1.000 embarazos por afio, mostrando mayor

incidencia que en otros paises de la region latina (Diaz y cols., 2010).



ALCANCES Y LIMITACIONES

En esta investigacion el alcance es: ANALIZAR; ya que se pretende
estudiar la presencia de anticuerpos anti T. gondii en adolescentes
embarazadas que acudieron a consulta obstétrica en el IAHULA.

Para desarrollar este trabajo de investigacion se consider6 como
limitante el recurso econémico precario para la compra de reactivos e
insumos necesarios para la determinacion de la presencia de los
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii debido a sus elevados precios y la

disponibilidad de los mismos en las casas comerciales.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos previos

En el afio 2019, en Colombia, los autores Giraldo, Garzén, Lépez,
Cardozo y Millan, realizaron un trabajo de investigacibn denominado
Seroprevalencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en mujeres
menores de 18 afios de una localidad de Colombia. El objetivo general fue
Determinar la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en mujeres menores
de 18 afos de dos instituciones educativas de un municipio de Colombia.
Estudio de prevalencia, transversal, efectuado en mujeres de dos colegios
de Dosquebradas, Colombia. Las muestras se analizaron contra
anticuerpos IgM, IgG e IgG de Avidez con antigenos recombinantes para
T. gondii altamente purificados con la prueba RecomLine, con desarrollo
de Western blot mikrogen Diagnostik. Para definir el momento infeccioso
se determind la Avidez anti-IgG contra antigenos p30, MAG1, GRA1l y
rSAG1 en muestras positivas para IgG total. Resultados: Se estudiaron 80
pacientes con edad media de 15 afos: 4 resultaron con IgM anti-
Toxoplasma gondii, infeccibn menor de 3 meses; 28 IgG anti-T. gondii,
con infeccion mayor a 3 meses y 17 IgG de Avidez con infeccion superior
a 6 meses. La prevalencia fue de 61,3%. Conclusion: La seroprevalencia
global de anticuerpos anti-Toxoplasma encontrada fue de 61,3%, lo que
pone de manifiesto que la toxoplasmosis es una enfermedad en la que
debe pensarse para diagnosticarla y tratarla oportunamente.

En Carabobo, Venezuela; en el afio 2018, Fernandez y colaboradores

determinaron la seroprevalencia de Toxoplasma gondii y factores



asociados en mujeres en edad fértil de la Universidad de Carabobo,
Venezuela. Se tratd de un estudio descriptivo en el que se aplicO una
encuesta a 255 mujeres en edad reproductiva con rango de edad entre
los 18 y 30 afios y una media de 24 afos, investigando los posibles
factores asociados a la exposicién del parasito. Como método analitico se
utilizé la prueba serologica para la determinacion de anticuerpos anti-T.
gondii utilizando el método de hemaglutinacion indirecta de la casa
comercial (Wiener ©). El valor general de seroprevalencia de anticuerpos
anti-T gondii fue del 15,7% (40/255). La seroprevalencia de IgG e IgM fue
del 14,1% (36/255) y 1,6% (4/255), respectivamente. Ninguna de las
estudiantes seropositivas presentaba simultaneamente ambos tipos de
inmunoglobulinas anti-T. gondii. La presencia de inmunoglobulina IgM se
realiz6 de manera indirecta; observando la disminucién de por lo menos
dos diluciones de los sueros positivos al ser tratados con el agente
reductor 2-mercaptoetanol. Se detectd que en 4/255 de los sueros
analizados hubo tal descenso y en este tipo de ensayo el resultado es
s6lo cualitativo para las IgM caracteristicas de la fase aguda de la
infeccion. Las pacientes seropositivas que habian consumido carne de
ovino representaron el 87,5% del total de las infectadas, siendo este
factor estadisticamente significativo. Asi mismo, hubo asociacion
estadisticamente significativa (p=0,01) entre la seropositividad de las
participantes y el contacto con tierra, ya que este constituye el medio de
evolucion para que los ooquistes eliminados en forma inmadura
encuentren las condiciones favorables para su esporulacion y hacerse
infectivos para los seres humanos y otros animales, incluyendo las aves.
En el afio 2017, en el noreste de Argelia los autores Berredjem, H.,
Aouras, H., Benlaifa, M., Becheker, I., y Reda, M., realizaron un trabajo de
investigacién denominado Contribucion de la Avidez de IgG y la PCR para
el diagnéstico precoz de toxoplasmosis en las mujeres embarazadas de la

region noreste de Argelia, cuyo objetivo general fue comparar
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el ELISA convencional y la Avidez de IgG, con PCR usando cebadores B1
y P30 para el diagnoéstico temprano de toxoplasmosis en mujeres
embarazadas. Se recolectaron sueros de 143 mujeres embarazadas y se
detectaron por ELISA 1gG, IgM, IgA y Avidez de la IgG anti-Toxoplasma.
Se extrajo el ADN de 57 muestras de sangre periférica y 14 de liquido
amnio6tico para la amplificacion por PCR. Posteriormente los resultados
arrojados fueron los siguientes: Un total de 57 (39,86%) de 143 mujeres
fueron seropositivas: 30 (52,6%) fueron IgG + / IgM -y 27 (43,8%) fueron
IgG +/ IgM +; los anticuerpos IgA fueron positivos en 7 (12,2%) casos. La
Avidez de IgG fue baja en 9 mujeres, lo que sugiere una infeccién aguda,
obtuvieron ademas 3 pacientes con Avidez intermedia En este estudio,
hubo una infeccién reciente en 9 mujeres embarazadas se confirmé por la
baja Avidez indice encontrado por IgG Avidez ELISA. De hecho,
demostraron que un indice de baja avidez asociado con IgG, IgM y / o la
seroreactividad de IgA es un buen indicador de que se ha producido una
infeccibn aguda por T. gondii en los Ultimos 4 meses. Segun los
resultados de este estudio, la avidez de IgG y las pruebas de PCR
funcionaron mejor que el ELISA convencional para el diagnostico de
infeccién por toxoplasma en mujeres embarazadas. Cuando solo se uso
ELISA convencional, 24,5% (14 de 57) se sospecharon infecciones
agudas. Cuando se us6 ELISA y se combinaron la avidez de IgG, se
detectaron 3 infecciones sospechosas (5,2%) arrojaron una avidez
intermedia. Cuando se usO ELISA Avidez de IgG y resultados de PCR se
combinaron, se pudo demostrar en el 15,7% de los casos (9 de 57) de
infeccion aguda por toxoplasmosis de las mujeres embarazadas.
Conclusion: la PCR combinada con la Avidez IgG funcion6 mejor que los
ensayos ELISA IgG, IgM y / o IgA solos. PCR fue util en el caso de Avidez
intermedia.

En Zulia, Venezuela; en el afio 2016, Avila y colaboradores realizaron
un trabajo de investigacion denominado Despistaje de infecciones de
transmision vertical durante el embarazo. Entre los agentes tomados en

consideracion fueron T. gondii, el virus de la inmunodeficiencia humana
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(VIH), el virus de la hepatitis By C (VHB y VHC) y Treponema pallidum.
Este trabajo identificd la presencia de infecciones de transmision vertical
durante el periodo noviembre 2013 a mayo 2014. Se traté de un estudio
descriptivo, cuya muestra fue de 175 embarazadas entre los 14 a 43
afos. El despistaje serolégico se realizd detectando anticuerpos anti
Toxoplasma gondii por HAI. El 27,4% de las mujeres embarazadas
resultdé positivo para la prueba, detectando titulos altos con mayor
frecuencia durante el segundo trimestre en la diluciéon 1/512 (18,7%). Sin
embargo, en el total de los trimestres del embarazo predominé este titulo
de dilucion para los anticuerpos, representado por un 31,2% de las
embarazadas positiva, lo cual es indicativo de una infeccion toxoplasmica.

En Trujillo, Venezuela; en el afio 2015, Rojas estudi6é la incidencia,
factores de riesgo y secuelas oculares de toxoplasmosis en nifios de la
escuela Barbarita de la Torre del estado Trujillo, Venezuela. El
investigador diagnostico la incidencia, factores de riesgo y secuelas
oculares de toxoplasmosis en nifios de edad pediatrica durante el periodo
2014-2015. Se tratdé de un estudio descriptivo transversal exploratorio de
campo experimental, en el cual se analizaron 40 muestras sanguineas de
escolares de ambos géneros con edades comprendidas entre los 5 a 13
afios de edad y 160 muestras sanguineas de familiares. El examen
serologico se realizd mediante ELISA para la deteccion de IgM e IgG.
Resultados: 16 escolares (8%) resultaron con serologia positiva IgG para
toxoplasmosis. De los familiares estudiados, 19 (9.50%) resultaron con
serologia positiva IgG para toxoplasmosis, la mayoria correspondia al
género femenino. A todos los escolares y sus familiares con serologia
positiva se les practico el examen de fondo del ojo dando como resultado
sin lesiones en las estructuras oculares, secuelas o dafios que afectaran

su visién para el momento que fueron examinados.
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ANTECEDENTES HISTORICOS

Cuando se estaban realizando estudios sobre la lepra se observo en
roedores gondis del cafion de Toujane la presencia de unos pequefios
animales que llamaron la atencién por su postura erecta y suplicante. Se
trasladaron estos roedores desde Tunez al Instituto Pasteur, Francia,
donde estudiaron impresiones de higado y bazo encontrando en ellos
unas formas parasitarias libres o incluidas en células. El parasito
inicialmente se denomind Leishmania, porque presentaba ndcleo Unico,
por ende, se le asign6 como nombre provisional Leishmania gondii. La
denominacion gondii se debia al animal que lo albergaba, que era
Ctenodactylus gondii (es un pequefio roedor africano perteneciente a la
familia de los octodontilos) (Hirt, 1976).

El 26 de octubre de 1908, Nicolle y Manceaux, envian el informe a la
Academia de Ciencias de Paris dando cuenta del descubrimiento e
indican que es el productor de todas las infecciones tanto humanas como
de animales, demostrando ser el protozoo parasito mas difundido de
cuantos se conocen (Hirt, 1976).

Investigadores hallaron en distintos animales, parasitos unicelulares
que morfolégicamente se asemejaban a los descubiertos por Nicolle y
Manceaux, los catalogaron con el género Toxoplasma seguido de la
designacion del animal en el que se habia observado (canis, columbae,
avinum, gallinarum, entre otros) (Hirt, 1976).

Posteriormente en 1923 Janku encuentra el parasito en el ojo humano
mediante necropsia en un niflo con hidrocefalia. Al mismo tiempo Wolf y
Cowen documentan por vez primera el mecanismo de transmision
congénita en humanos (Galvan, 2014).

En 1940 Pinkerton y Weinman reportan los primeros casos mortales
por toxoplasmosis en adultos. Mientras que en 1954 Weinman y Chaulder
sugieren que la transmision ocurre por la ingestién de carne mal cocida;

Sin embargo, en 1959 Rawal demuestra que la seroprevalencia a T.
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gondii en vegetarianos es semejante a la de poblaciones no vegetarianas
(Galvan, 2014).

Por otra parte, en ese mismo afio Colas y Nicolle, establecen la
correcta identificacion del nuevo parasito y su encasillamiento taxonémico
(Hirt, 1976).

Hutchinson en 1965 describe por vez primera la existencia de
ooquistes de T. gondii en las heces de gatos, reconociendo una
transmision fecal. Asi mismo, en 1976 Ruskin y Remington describieron
casos de encefalitis en huéspedes inmunocomprometidos con cancer y

trasplantados (Galvan, 2014).

BASES TEORICAS

Agente etioldgico

Este parasito pertenece al Subreino Protozoa, al  Phylum
Apicomplexa, Clase Sporozoa, Subclase Coccidia, Orden Eucoccidiida,
Suborden Eimeriina, Familia Sarcocystidae y Subfamilia Toxoplasmatina y
Género Toxoplasma, Especie Toxoplasma gondii. El nombre del género
se deriva de la palabra griega toxon, que significa arco, por su morfologia
curva o medialuna (Grandia, Entrena y Cruz, 2013).

Es un protozoo de vida intracelular obligatoria que mide de 5 um a 7
Mm de longitud y de 2 um a 3 ym de ancho, se presenta como un
organismo unicelular de forma ovoide, posee una extremidad redondeada
y la otra deshilachada. Parasito del protoplasma celular y nunca del
nacleo, se reproduce por division binaria y esta acontece en el interior de
las células o de los quistes. Posee movimientos que le permiten atravesar
las membranas celulares y acceder al ambito protoplasmatico (Garcia,
2012).
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Ciclo bioldgico del Toxoplasma gondii

El ciclo biolégico del parasito se desarrolla en dos tipos de huéspedes:
el huésped definitivo que comprende todos los felinos, incluido el gato
doméstico, y el huésped intermediario, que son todos los animales de
sangre caliente (incluido el humano) (Mufiz y Mondragon, 2009).

El ciclo de replicaciéon sexual inicia cuando algun felino (hospedador
definitivo) ingiere una presa infectada con quistes tisulares (forma
infectiva que contiene al bradizoito). Por accién de las enzimas digestivas
intestinales se liberan las formas infectivas del parasito que invaden a los
enterocitos del intestino del felino, una vez dentro de las células, crecen
adquiriendo un aspecto ameboide, los trofozoitos, que pronto dividen su
ndcleo y cada porcion nuclear se rodea con una parte citoplasmatica. Asi
qgueda constituido el esquizonte inmaduro, que luego madura hasta formar
numerosos merozoitos. Los zoitos invaden la superficie epitelial del
intestino y se diferencia a través de gametogonia (reproduccion sexual) en
macrogametos y microgametos, los cuales originan los ooquistes que
seran expulsados de forma no esporulada junto con las heces durante
semanas al medio ambiente, en donde bajo condiciones adecuadas
esporula en 2-3 dias produciendo en su interior 8 esporozoitos; el
ooquiste asi maduro se convierte en la forma infecciosa. Millones de
ooquistes son producidos y liberados por los felinos a través de las heces,
contaminando suelo, hortalizas y fuentes de agua. La reinfeccion posterior
del felino no suele dar lugar a una nueva eliminacion de ooquistes (Atias,
1991).

El ciclo de replicacion asexual se desarrolla en el hospedador definitivo
y en los huéspedes intermediarios, los cuales pueden infectarse mediante
el consumo de ooquistes esporulados o de quistes tisulares presentes en
los tejidos de otros huéspedes intermediarios (Mufiz y Mondragon, 2009).

Una vez ingerido el ooquiste se liberan los esporozoitos, los cuales
rapidamente se diferencian a taquizoitos, la forma movil, altamente

dinamica e invasiva que atraviesa eficientemente el epitelio intestinal y
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ganglios linfaticos adyacentes y pasan al torrente circulatorio invadiendo
diversos tejidos hasta que se establece la respuesta inmunolégica del
hospedador. Cuando se alcanza una célula, se transforman en
bradizoitos, los cuales segregan precipitados granulares que se adosan a
la membrana vacuolar circundante. Esta membrana se expande
lentamente, a medida que se multiplican con su interior los quistozoitos.
Por dltimo, al fusionarse las granulaciones, se forma una membrana

sélida, la membrana quistica (Ausina y Moreno, 2005).

Transmision de Toxoplasma gondii

Los quistes y los ooquistes son las dos formas del Toxoplasma que
intervienen en la transmision de la enfermedad al humano y los animales.
La resistencia de ambos estadios a diferentes agentes externos permite
comprender la alta frecuencia de la infeccion en la naturaleza (Becerril,
2005).

Los modos de transmision de la infeccion por T. gondii al hombre y los
animales son los siguientes:

e Por ingestibn o manipulacion de carne cruda o mal cocida (en

especial cerdo y cordero) que contienen quistes tisulares.

e Por ingerir agua, vegetales, frutas o también otros elementos
(tierra 0 arena) contaminados con ooquistes que se excretan en
las heces de felinos con la infeccion.

e A través de la placenta, cuando ocurre infeccién activa de la madre
durante el embarazo.

e Accidentalmente por inoculacion en el laboratorio, 0 manipulacion
de animales infectados, en cuyo caso el hombre puede recibir
taquizoitos que le producen una infeccién aguda.

e Por transfusiones o trasplantes, al recibir los parasitos o células y

tejidos con Toxoplasma (Botero y Restrepo, 2003).
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Toxoplasmosis congénita

Se transmite de la madre al feto, cuando adquiere la parasitosis
durante el embarazo, ya que el parasito es capaz de alcanzar la placenta
por via sanguinea, invadiendo y multiplicandose en las células
placentarias y con el tiempo gana acceso a la circulacion fetal. En esta
parasitosis se considera el sistema nervioso como la sede de los
principales sintomas y signos: macrocefalia o microcefalia, retinocoroiditis,
retraso mental y calcificaciones intracraneales (Atias, 1991).

Asi mismo, la toxoplasmosis congénita es la menos frecuente pero la
mas severa. La mayoria son asintomaticas durante el nacimiento (75% a
80%); sin embargo, la casi totalidad de ellos presentara secuelas durante
su vida, principalmente oculares (coriorrenitis) y del sistema nervioso
central (Atias, 1991).

La sintomatologia del recién nacido depende del momento en que se
produjo la infeccién. Si esta ocurrié al comienzo del periodo fetal sufrira
las fases aguda y subaguda in utero, por ende, él feto nacera con
secuelas a nivel cerebral y 6ptico. En los casos de infeccién en fecha muy
cercana al parto, la aparicion de las manifestaciones clinicas es tardia
durante los primeros meses de la vida y son los casos mas frecuentes
(H6mez, Soto, De Soto, Méndez y Marmoll, 1995).

Toxoplasmosis adquirida

Puede ser asintomatica (90% de los casos) y sintomatica, divida en

aguda y cronica (Homez y cols., 1995).
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Toxoplasmosis adquirida aguda

Se puede observar un amplio espectro de manifestaciones clinicas. la
mayoria de las cuales son inespecificas: fiebre moderada, mononucleosis,
exantema, adenopatias, astenia, cefalea, mialgia, hepatitis, neumonia o
encefalitis. Se caracteriza por una parasitemia transitoria con intenso
parasitismo tisular puesto que los taquizoitos se distribuyen por via
hemética y linfatica hacia todos los tejidos. En los 6rganos afectados
ocurre necrosis con reaccion mononuclear circundante, la cual
desaparece con el establecimiento de la inmunidad adaptativa (Giraldo,
2008).

Toxoplasmosis adquirida asintomatica

La fase cronica de la toxoplasmosis adquirida es asintomatica y se
caracteriza por la persistencia, durante toda la vida del hospedero
inmunocompetente, de quistes tisulares que se ubican preferencialmente
en el musculo esquelético, el sistema nervioso central y el ojo. Los quistes
estan constituidos por bradizoitos viables, los cuales no inducen reaccién

inflamatoria en el tejido adyacente (Giraldo, 2008).

Inmunidad del organismo a la Toxoplasmosis

La infeccion por T. gondii genera una respuesta inmune que protege
contra cualquier reinfeccién; sin embargo, se considera que esta
inmunidad no es estéril, pues hay quistes que sobreviven en diversos
tejidos durante toda la vida del huésped (Becerril, 2005).

Una inmunidad de tipo humoral y celular contra el parasito aparece

después de la infeccion. La inmunidad humoral puede demostrarse por la
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presencia de anticuerpos IgM o IgG en el suero; la aparicibn de
anticuerpos IgM anti-Toxoplasma se observa 1 a 2 semanas después de
la infeccion. Los anticuerpos IgG aparecen mas tarde, de 2 a 3 semanas
después de la infeccidn primaria. Los quistes del T. gondii deben pasar la
barrera natural del jugo gastrico, después de multiplicarse en el intestino,
los taquizoitos se propagan a los ganglios mesentéricos y, por via
linfohematodgena, invaden los macrofagos y otras células nucleadas
(Becerril, 2005).

La infeccion por T. gondii genera una respuesta fuerte y persistente de
células T-colaboradoras-1 (Thl), caracterizada por la produccion de
citoquinas proinflamatorias como interleucina 12 (IL-12), interferén y (IFN-
y), factor de necrosis tumoral a (TNF a). La accién combinada de estas
tres citoquinas con otros mecanismos inmunolégicos protege al huésped
contra la rapida replicacion de los taquizoitos y posteriores cambios
patologicos. Luego de la invasion del enterocito, el T. gondii infecta las
células presentadoras de antigeno en la lamina propia del intestino e
induce una respuesta transitoria y local de Thl. Los linfocitos T CD4+ y
CD8+ sensibilizados son citotoxicos para células infectadas con T. gondii.
En las 2 semanas posteriores a la infeccion se puede detectar: IgG, IgM,
IgA e IgE, las cuales actian como anticuerpos contra muchas de las
proteinas del T. gondii. La producciéon de IgA en la superficie de la
mucosa gastrointestinal aporta proteccién contra una reinfeccién en el
huésped (Diaz y cols., 2010).

Los taquizoitos son eliminados por las células por diferentes
mecanismos. Las células activadas son IFN-y destruyen a los taquizoitos
por algunos radicales generados durante el estadillo respiratorio, asi
como por el 6xido nitrico (ON), los cuales son toxicos para los parasitos;
por otra parte, los linfocitos T CD8+ eliminan a células infectadas con el

pardsito por mecanismos clasicos de citotoxicidad (Becerril, 2005).
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Epidemiologia

La toxoplasmosis es una parasitosis ampliamente distribuida a nivel
mundial. Se calcula que entre el 10% y el 25% de la poblacion mundial se
encuentra infectada, no obstante, la prevalencia en las diferentes regiones
del mundo varia de acuerdo con factores econdmicos, sociales y
culturales (Giraldo, 2008).

Algunos reportes sefialan a Brasil como el pais con mas casos de
coriorretinitis ocasionada por infecciones por T. gondii. En paises
europeos con alto nivel higiénico se han reportado entre 30 y 50% de
infecciones en la poblacion adulta, especialmente en lugares donde se
acostumbra a comer carne vacuna, caprina u ovina cruda y/o semicruda.
De igual forma, se ha notificado que alrededor de 50 y 90% de los
individuos de diferentes zonas de América han tenido contacto con el
pardsito, encontrandose en América Latina mayor incidencia, con
excepcion de las areas surefias y las islas del Caribe (Fernandez y cols.,
2018).

En contraste, en Asia se han reportado prevalencias bajas, como en
Corea del 0,8% y en Vietnam del 11,2%. En ciudades como India, Malasia
y Nepal se presentan prevalencias del 41,8% hasta el 55,4%. Con
respecto al continente americano, en Brasil y Cuba se han reportado en
mujeres embarazadas prevalencias de anticuerpos contra T. gondii del
74,5% y 70,9% respectivamente (Mufiz y Mondragon, 2009).

En Venezuela un grupo de investigadores reportaron que alrededor de
60% de la poblacién aparentemente sana muestra infeccion toxoplasmica
y aproximadamente entre 25 y 50% de las gestantes son seropositivas,
observandose mayor niamero de casos en las mujeres que comprenden

edades reproductivas entre 16 y 25 afios (Fernandez y cols., 2018).
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Manifestaciones clinicas

En los individuos cuyo sistema inmunitario es competente la infeccion
es casi siempre asintomatica. En algunos casos, o en los individuos
inmunodeficientes, se observa toxoplasmosis sintomética. Los sintomas
son muy variables e inespecificos e incluyen fiebre, malestar general,
linfoadenopatias, miocarditis y encefalitis; todos los cuales son comunes a
muchas otras enfermedades infecciosas, lo que dificulta el diagnéstico. La
infeccion por Toxoplasma gondii puede persistir durante toda la vida del
huésped sin ninguna complicacion (Becerril, 2011).

Ademas, la inmunidad anti-Toxoplasma protege al individuo contra
cualquier reinfeccidn por toda la vida; sin embargo, en los individuos cuya
respuesta inmune se encuentra suprimida o deficiente, la toxoplasmosis
puede ser grave, con consecuencias fatales, siendo la infeccion del
sistema nervioso la mas frecuente. La consecuencia de la toxoplasmosis
congénita son variables segun la etapa del embarazo en la cual se
contrae la infeccion, mientras mas temprana es la etapa en la que se
contrae, mas grave son las consecuencias (Rosso, Agudelo, Isaza y
Montoya, 2007).

Diagnoéstico de la toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad de dificil diagnostico
parasitologico, pues no es facil demostrar el agente etioldgico y establecer
la relacién entre infeccion y enfermedad. El diagndstico clinico es dificil de
establecer dada la ausencia o poca especificidad de los sintomas, en
mujeres asintomaticas el Unico signo de infeccion primaria durante el
embarazo es la seroconversion via deteccién de inmunoglobulina G (IgG)
e inmunoglobulina M (IgM) (Ausina y Moreno, 2005).

El diagndstico de la toxoplasmosis humana puede hacerse por
meétodos directos o indirectos. Los métodos directos se basan en la

demostracion de formas parasitarias completas o su material genético en
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fluidos o tejidos corporales. Los métodos indirectos se basan en la
demostracion de la presencia de anticuerpos especificos contra el
parasito (Giraldo, 2008).

Dicha demostracion serolégica, es muy compleja principalmente por la
persistencia de IgM y por la dificultad en la interpretacion de la respuesta
inmunolégica en inmunodeprimidos y recién nacidos (RN). Es necesario la
combinacion de pruebas seroldgicas para establecer una toxoplasmosis
activa, con la deteccion de anticuerpos especificos, para definir la
etiologia de la enfermedad. Generalmente se usan las pruebas de
coloracion de Sabin-Feldman (S-F), inmunofluoresencia indirecta (IFl),
hemaglutinacion indirecta (HAI), fijacion del complemento (FC),
aglutinacion directa (AD) y ensayos de inmunoabsorcion enzimatica
(ELISA) (Acha y Szyfres, 2003).

La demostracion indirecta de T.gondii se hace por la busqueda de
anticuerpos. Su presencia indica infeccion, pero no necesariamente
enfermedad. Estas pruebas serolégicas evidencian la presencia de
inmunoglobulinas especificas tipo 1gG, IgM, IgA o IgE. Es importante
conocer la cinética de aparicion de los anticuerpos y el tiempo de duracion
de cada isotipo de inmunoglobulina para realizar la interpretacion de las

pruebas seroldgicas y datar el inicio de la infeccion (Montoya, 2002).

Anticuerpos IgG: la presencia de anticuerpos IgG implica que ha
habido contacto entre el paciente y el parasito en algin momento de la
vida. Aparecen de modo habitual dentro de las primeras 2 semanas de la
infeccion, con un pico prominente a los 1-2 meses, luego disminuyen y
persisten casi siempre durante toda la vida, son capaces de atravesar la
placenta y por tanto la presencia de IgG en el recién nacido puede ser por
paso a través de la placenta y no necesariamente por infeccion

intrauterina (Angel y Angel, 2000).

Anticuerpos IgM: su produccion se inicia antes de la IgG, y por tanto

es la que condiciona la respuesta inmunoldgica primaria, que se explica
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inmunolégicamente por su constitucion bioquimica. Alcanza los niveles
méaximos en los primeros 21 dias de la infeccion, por ende, es de gran
utilidad para la deteccion de esta enfermedad y es de vital importancia su
clasificacion. En casi todos los pacientes, la IgM se hace negativa al afio
de la infeccion, pero casi nunca antes de los 5 meses. En algunos casos
los titulos de anticuerpos IgM pueden persistir elevados por mas de un
afo (se han descrito hasta 12 afios), pero por lo general con titulos bajos
(Rosso y cols., 2007).

Anticuerpos IgA: considerado también como un marcador de fase
aguda, se ha comprobado que al igual que la IgM puede permanecer
positivo varios meses después de la primoinfeccién. En el adulto, la
cinética de la IgA especifica es practicamente paralela a la de la IgM,
aunque aparece un poco mas tarde y desaparece mas precozmente. Los
anticuerpos IgA aparecen 2 semanas después de la IgM y persisten de 6
a 8 meses luego de la primoinfeccion; la tasa mas alta se alcanza al mes
(Montoya, 2002).

Anticuerpos IgE: algunos estudios iniciales sugieren que las IgE anti-
Toxoplasma aparecen pronto, al inicio de la enfermedad y desaparecen
mas rapidamente que los anticuerpos de las clases IgM e IgA. La IgE son
mas precoces y alcanzan un nivel maximo de 15 dias a tres semanas
(Montoya, 2002).

El diagnéstico de la toxoplasmosis también puede requerir algunas
pruebas complementarias de acuerdo con los érganos afectados, asi por
ejemplo, para la encefalitis toxoplasmica se utiliza la tomografia axial
computarizada y la resonancia magnética nuclear, y para la toxoplasmosis
ocular se utiliza la evaluacion exhaustiva del fondo de ojo realizada por un

especialista bien entrenado (Giraldo,2008).
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Tratamiento

Los medicamentos se encargan de tratar la infeccion activa y controlar
la sintomatologia, especialmente en la fase aguda de la enfermedad.
(Botero y Restrepo, 2003).

Pirimetamina y sulfoamidas: Se administran conjuntamente. La
pirimetamina tiene acciébn sobre los parasitos al intervenir en el
metabolismo del &cido félico, hacia acido folinico, se presenta en tabletas
de 25 mg y se administra por via oral. Sulfoamidas: se disuelve en los
liquidos intracelulares. Se administra una carga inicial de 75 mg/kg hasta
4 g, durante 4 semanas junto con la pirimetamina (Botero y Restrepo,
2003).

Espiramicina: recomendado para reducir la frecuencia de transmision
fetal de T. gondii. Tiene buena concentracion en la placenta, no atraviesa
la barrera placentaria y por lo tanto no trata al feto. La dosis administrada
a la mujer embarazada es de 3g diarios por via oral, repartidos en varias
dosis (Botero y Restrepo, 2003).

Clindamicina: principalmente en el tratamiento de la toxoplasmosis
ocular, para la cual se administra por via oral 300mg cada 6 horas durante

un minimo de 3 semanas (Botero y Restrepo, 2003).
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Operacionalizacion del Evento de Estudio y del Criterio de Anélisis.

Tabla N° 1. Operacionalizacion del Evento de Estudio

1.Evento 2.Definicion 3. Definicion 4.Dimensiones  5.Indicador
de estudio conceptual operacional
Proteinas Los anticuerpos Los -Presencia de
producida por el  especificos en contra anticuerpos anticuerpos en
sistema de la toxoplasmosis estaran sangre:
inmunitario son: IgM e IgG. presentes siel Presenciade la
cuando detecta individuo ha infeccion por
sustancias -IgM: Su produccién se estado en Toxoplasma
dafinas inicia antes de la IgG, y contacto con el gondii
Anticuerpos (Antigenos), que por tanto es la que Toxoplasma
anti- son presentes condiciona la gondii. -Ausencia de

Toxoplasma
gondii

en
microorganismos
patégenos tales
como bacterias,
parasitos,
hongos y virus,
asi como
también
guimicos.

respuesta
inmunoldégica primaria.
En la enfermedad por
Toxoplasma gondii es
indicativa de la fase
aguda, por ende es de
gran utilidad para la
deteccion de esta
enfermedad.

-IgG: Es indicativo del
contacto con el
parasito en algun
momento de la vida.
Son capaces de
atravesar la placenta y
por tanto la presencia
de IgG en el recién
nacido puede ser por
paso a través de la
placenta y no
necesariamente por
infeccion intrauterina.

IgM: Contacto
reciente con el
pardsito.

IgG: Contacto
en algun
momento de la
vida con el
parasito

anticuerpos en
sangre: No se
presenta la
infeccion por
Toxoplasma
gondii, por
ende deben
titularse cada
trimestre
durante el
embarazo.

Fuente: Propia de los autores.
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Tabla N° 2. Operacionalizacion del Criterio de Anélisis

1.Criterio 2.Definicién 3.Definicion 4.Dimensiones 5.Indicador
de anélisis conceptual operacional
Se fundamenta en  La hemaglutinacion Presencia o -Presencia de
la capacidad de se evidencia si la ausencia de anticuerpos se
aglutinacion que muestra posee los anticuerpos evidencia al
producen los anticuerpos anti-T. gondii producirse
eritrocitos especificos contra aglutinacion a partir
Método de sensibilizados con el T. gondii que van de la dilucion 1/16
hemaglutin antigenos a reaccionar con los de los pocillos de la
acion citoplasmaticosy  glébulos rojos policubeta.
indirecta de membrana del  sensibilizados
parasito al -Ausencia de
reaccionar con los anticuerpos se
anticuerpos anti-T. evidencia por la
gondii producidos sedimentacion de
por el organismo los glébulos rojos
sensibilizados en el
fondo de los
pocillos en forma de
boton.
Se fundamenta en La fuerza de la union  -Avidez alta. Un porcentaje de
la fuerza de unién  se determina a través -Avidez Avidez mayor al
que existe entre el  de la de la division de intermedia 35% indica una alta
anticuerpo la DO de los pozos -Avidez baja Avidez.
Avidez de (paratope) y los tratados con urea, Un porcentaje de
la lgG determinantes entre la DO de los Avidez entre 30 y

antigénicos
(epitopos) de la
proteina de T.
gondii

pozos tratados con
PBS-T, multiplicados
por 100%

35% indica Avidez
intermedia.

Un porcentaje de
Avidez menor al
35% indica Avidez
baja

Fuente: Propia de los autores.
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Definicién de términos

Apicomplexa

Son protozoos parasitos intracelulares obligados que poseen una
estructura o complejo apical, el apicoplasto, especializado para la
penetracion al interior de las células que parasitan. Todos los
apicomplexa presentan fases de reproduccion asexual y sexual (Guillem,
2013).

Coriorrenitis

Es usualmente la secuela tardia de una infeccién adquirida en el
Gtero, aunque también ocurre por una infeccibn aguda adquirida en
individuos inmunocompetentes. Produce sintomas de vision borrosa,

escotomas, dolor, fotofobia y epifora (Gonzéalez, Diaz y Pérez, 1999).

Inmunoglobulinas

Son proteinas plasmaticas sintetizadas por los linfocitos B en
respuesta a la presentacibn de un antigeno que reacciona
especificamente, actian como anticuerpos para la defensa particular del

organismo (Mamani y Tito, 2011).

Ooquiste

Miden 10x12 pm aproximadamente, son de forma ovoide y contienen
esporozoitos. Solo se producen en los hospederos definitivos como
resultado de la fase sexual del parasito en el intestino de los felinos
(Giraldo, 2008).
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Taquizoitos

Taquizoitos (del griego tachy: rapido) o trofozoitos. Miden de 2 a 4 um
de ancho y de 4 a 8 um de largo. Pueden tener forma oval o de luna

creciente, y son la forma asexual invasiva del parasito (Giraldo, 2008).

Quistes

Poseen un diametro entre 10 y 200 um y contienen miles de
bradizoitos, los cuales persisten durante la vida del hospedero en los
diferentes tejidos (tienen preferencia por cerebro, musculo esquelético y
cardiaco (Giraldo, 2008).

Protozoos

Son microorganismos unicelulares, eucariotas y heterotrofos. Desde el
punto de vista estructural presentan elementos propios de las células
eucariotas, pero su tamafo, forma, y fisiologia son muy variables entre los
diversos grupos de protozoarios. Carecen de pared rigida por lo que
pueden fagocitar algunos nutrientes. La mayoria son méviles, pero sus
cilios y flagelos tienen una estructura compleja y diferente de las células

procariotas. Poseen un tamafio variable entre 3 y 100 um (Guillem, 2013)
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

La presente investigacion es de tipo analitica. Al respecto, esta
investigacion tiene como propdsito desglosar cada elemento para analizar
la presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en adolescentes
embarazadas que asistieron a consulta obstétrica en el IAHULA, en el

periodo febrero a marzo de 2018.

Disefio de la Investigacion

El disefio de esta investigacion fue transeccional contemporaneo y
univariable, ya que las muestras tomadas de adolescentes embarazadas
que acudieron a consulta obstétrica en el IAHULA, fueron procesadas en
el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de
la Universidad de Los Andes y en el Instituto de Inmunologia Clinica

(IDIC) de la misma Universidad.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

El grupo de estudio estuvo representado por adolescentes
embarazadas que acudieron a consulta obstétrica en el IAHULA durante
el periodo comprendido entre febrero a marzo de 2018. Los criterios de
inclusion fueron: pacientes femeninas que cursen con embarazo de
edades comprendida entre 10 y 19 afios, multiparidad, partos y abortos,
gue desconozcan si contrajeron toxoplasmosis antes o durante el actual
embarazo y pacientes que autoricen por escrito su inclusion en el estudio.

Los criterios de exclusién fueron: mujeres que no autoricen ser
incluidas en el estudio, de igual modo no se tomd en cuenta aquellas
embarazadas que no estuviesen dentro del rango de edades

seleccionadas como poblacion de estudio.

Seleccion del Tamano Muestral

La n muestral estuvo representada por 30 adolescentes embarazadas

gue asistieron a consulta obstétrica en el IAHULA.

Metodologia de la investigacion

Para llevar a cabo la parte experimental de la investigacion fue
necesaria la utilizacion de materiales para la recoleccion de la muestra y

el correcto diagndstico de las inmunoglobulinas.
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Materiales para el procesamiento de las muestras

Reactivo para la deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii, por
el método de hemaglutinacion indirecta (HAI), denominado Toxotest
(Wiener Lab ®) y Prueba de ELISA para Avidez de IgG, estandarizada por
el IDIC.

Procedimiento para larecoleccion de muestra

Se extrajeron muestras de sangre, en condiciones de ayuno, se obtuvo
el suero, el cual se transvaso a tubos secos, para ser guardados y

congelados a -20°C, para posteriormente realizar el respectivo analisis.

Fundamento de los métodos.

1. Toxotest (HAI): Prueba de Hemaglutinacion indirecta para la

determinacion de anticuerpos contra Toxoplasma gondii. Se basa
en la propiedad que tienen los anticuerpos anti-T. gondii de producir
aglutinacion en presencia de globulos rojos sensibilizados con
antigenos citoplasmaticos y de membrana del parasito. El empleo de
ambos tipos de antigenos incrementa la sensibilidad del método
permitiendo la deteccidn precoz de la infeccion. Tanto la presencia de
anticuerpos heterofilos como la aparicion de IgM, caracteristicas del
periodo agudo de la parasitosis, se investigan empleando tratamiento
con 2-mercaptoetanol (2-ME) y eritrocitos no sensibilizados para
control y absorcion de heterofilia (Wiener Lab ®).
Los anticuerpos heterofilos se absorben con eritrocitos no
sensibilizados. En los sueros de pacientes con infeccibn aguda
tratados con 2-ME, se observa una caida del titulo en por lo menos dos
diluciones comparados con los mismos sueros sin tratar con 2-ME
(Wiener Lab ®).
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Reactivos provistos

1. Reconstituyente HAI: solucidn fisiolégica tamponada a pH 7.

2. Antigeno HAI: liofilizado de globulos rojos de carnero sensibilizados
con antigenos citoplasmaticos y de superficie de T. gondii.

3. GR no sensibilizados: suspension al 1% de eritrocitos de carnero
no sensibilizados, para control y absorcion de heterofilia.

4. Buffer HAI: solucion fisiolégica tamponada con fosfatos a pH 7,5,
con colorante inerte.

5. Solucidn Proteica: solucion de albumina bovina.

6. 2-Mercaptoetanol: ampolla conteniendo 2-mercaptoetanol (2-ME).

7. Control Positivo: suero inactivado conteniendo anticuerpos contra
el Toxoplasma gondii.

8. Control Negativo: suero no reactivo, inactivado.

9. Policubeta.

2. Prueba de Avidez de IgG: Se conoce como Avidez de IgG a la fuerza
de afinidad que existe entre la IgG especifica y el epitope de la
proteina de T. gondii, esta afinidad aumentaria con el tiempo, lo que
permitiria discriminar si la infeccion es reciente (< 4 meses) o antigua
(> 4 meses) (Canales, Navia, Torres, Concha, Guzman, Pérez y
Garcia, 2010).

La prueba de Avidez IgG utiliza urea como agente disociador de la
unién IgG-antigeno. A mayor avidez, existe menor disociacién de la
unién antigeno-anticuerpo. El resultado es un indice que relaciona la
densidad optica (DO), obtenida en la muestra con agente disociante
(avidez IgG) entre el valor de la DO sin agente disociante (PBS-T) por
100% (Canales y cols., 2010).

e Avidez baja: Valores menores a 30%, en estos casos, se trataria

de casos agudos, en el cual la infeccion adquirié en los ultimos 4

meses (Canales y cols., 2010).
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e Avidez intermedia: Valores en 30 y 35% este rango permite
descartar una infeccion reciente y se sugiere repetir la muestra en
15 dias (Canales y cols., 2010).

e Avidez alta: valores mayores a 35% lo que indicaria una infeccion
en fase cronica, y que el paciente la adquiri6 hace mas de cuatro

meses (Canales y cols., 2010).

Materiales y reactivos

Placas sensibilizadas con antigeno de T.gondii
Solucién de PBS-Tween (PBS-T) a un pH de 7,2
Solucion Urea al 6 Molar

Control positivo para 1gG anti-T. gondii

Control negativo para IgG anti-T. gondii
Conjugado (inmunoglobulina anti IgG humana)
Sustrato (peroxido de hidrégeno)

Solucion stop (H2SOy)

© 00 N o g b~ 0w DR

Pipeta multicanal
10.Estufa a 37°C
11.Espectrofotometro para ELISA
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Figura N° 1.

Pasos para el procesamiento de las muestras por el

método de HAL.

Solicitud del analisis

Preparacion de la paciente para la extraccion sanguinea,
preferiblemente en ayunas.

Obtencion y preparacion del suero, preparacion de los reactivos provistos de la prueba y la

policubeta en donde se va a realizar el analisis.

Inicio de la titulacién de la muestra para la deteccion de
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii.

v

Titulacion sin 2-Mercaptoetanol.

Colocar 25 pL del suero HAI en
todos los pocillos.

En todos los pocillos de la columna 1
se colocan 25 yL de suero
sanguineo.

Realizar diluciones desde Y%

Colocar en las columnas 1y 2:
25 uL de GR no sensibilizados.

En el resto de los pocillos
colocar 25 pL de antigeno HAI.

Agitar por 30 seg. Y dejar en
reposo por 90min y luego leer.

No reactivo: Presencia de un
sedimento en forma de botén o
pequerio anillo de bordes

Reactivo: Formacion de una
pelicula que cubre el 50% o mas
del fondo de los pocillos.
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Titulacion con 2- ME

Colocar 25 pL de suero en c/u
de los pocillos de la columna 1.

Agregar 25 uL de 2-
Mercaptoetanol a los mismos

Sellar los pocillos con cinta
adhesiva, agitar por 30seg e
incubar por 60 min a 37°C.

Retirar la cinta adhesiva,
limpiar la superficie y colocar
25 uL de suero HAI en los

Realizar diluciones desde -

Colocar en las columnas 1y 2:
25 uL de GR no sensibilizados.

En el resto de los pocillos
colocar 25 uL de antigeno HAI.

Agitar por 30 seg. Y dejar en
reposo por 90 min y luego leer.



Figura N° 2. Pasos para el procesamiento de las muestras por el
meétodo de ELISA Avidez para IgG.

Dilucién de los sueros con PBS-T @

En toda la placa colocar PBS-T ?

(PBS-T)

(Urea al 6 M)

1/100

En el pozo Al, A2 y B1 colocar 5 pL de blanco, control positivo control negativo respectivamente

En el pozo E1, E2 y F1 colocar 5uL de blanco, control positivo y control negativo respectivamente

En los pozos A3 hasta A12 y de E3 hasta E12 colocar 5 pL de los sueros de los pacientes diluidos

Iniciar las diluciones; transfiriendo 50ul a cada pozo y descartando 50ul, para completar un volumen
final de 100ul / pozo. Iniciando 1:64 v finalizando en 1:4096 tanto en PBS-T como en Urea

Incubar durante 1 hora a 37 °C @

Lavar la mitad de la placa (fila A- D) con PBS-T y la otra mitad (fila E-H) con Urea al 6%, tres lavados

de 10 min c/u

Realizar un lavado con PBS-T de toda la placa Colocar la placa en el
espectrofotometro de

Colocar 100ul del Conjugado en cada pozo

ELISA utilizando un filtro

Incubar por 1 hora a 37°C

de lectura de 450nm vy
un filtro de referencia de

Realizar 5 lavados con PBS-T

@ 620nm

Agregar 100ul del Sustrato (pH 5) en cada pozo

Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad

Parar la reaccion con 50pl/pozo de Acido Sulfurico (H,SO4)

Realizar los célculos en la diluciobn 1024

N

<

DO pozo PBS

% avidez= DO pozo urea X 100% :
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Instrumento de recoleccion de datos

Para la recoleccion de los datos se disefidé un formato tipo encuesta
(Anexo N° 1), donde se recopilo la informacion mediante preguntas
dicotomicas cerradas sobre los factores de riesgo que inciden
directamente en la aparicion de la toxoplasmosis. Aunado a esto, todas
las pacientes voluntarias en el estudio firmaron las consideraciones éticas
a través de un consentimiento informado escrito para cada una de las
pacientes que asistieron a consulta. (Anexo N° 2). A cada una de las
pacientes se le aplico la encuesta, la cual, estuvo constituida por 21

items.

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) version 15.0. Los resultados de
las variables cualitativas se presentaron en medidas de frecuencias
mediante tablas y graficos. Se realiz6 la prueba de independencia basado
en distribucién de Chi-cuadrado para determinar la relacion estadistica
entre la entidad clinica, criterios de diagnéstico y edad de las pacientes,
tomando en cuenta un valor de p<0,05 para evaluar la significancia de las

variables relacionadas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

En la tabla N° 3 se expresa la frecuencia con la que se presentan los
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii de acuerdo a su reactividad mediante
la técnica de Hemaglutinacion Indirecta en las adolescentes
embarazadas. En un total de poblacién estudiada de 30 pacientes
(100%), se encontr6 que 10 pacientes resultaron reactivas (33,3%)
mostrando positividad para este tipo de anticuerpos y 20 pacientes

resultaron no reactivas (66,7%).

Tabla N° 3. Resultados de la prueba seroldgica por el método de HAI

N %
Reactivo 10 33,3
No reactivo 20 66,7
Total 30 100,0

Fuente: Propia de los autores.

En la grafica N° 1 se muestra la distribucion de los anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii de acuerdo a los diferentes titulos arrojados por el
método de HAI; en el cual, el titulo 1/128 fue el mas frecuente y estuvo
presente en tres de las pacientes reactivas. Las otras diluciones mas
frecuentes fueron 1/32 y 1/512, que estaban presente en dos de las
pacientes reactivas respectivamente. La dilucidon 1/16 estuvo presente en
una de las pacientes reactivas, la dilucion 1/64 estuvo presente en una de
las pacientes reactivas y finalmente una paciente reactiva arroj0 una

dilucion 1/256, para un total de 10 muestras reactivas.
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Gréafica N° 1. Distribucion de las diluciones de los anticuerpos anti T.
gondii por el método de HAI.

(=)
=1

T R T R = T~

ncia

Frecue

D = k) L I Wn O - o0 WD O

REACTIWVO ~ REACTIVO  REACTIVO  REACTIVO  REACTIVO  REACTIVG  NOREACTIVO
116 1064 17256 132 1512 1128

RESULTADO PRUEBA SEROLOGICA HAI

Fuente: Propia de los autores.

En la grafica N° 2 se refleja la seropositividad obtenida por el método
de hemaglutinacion indirecta con respecto a las edades de las
adolescentes embarazadas que formaron parte del estudio, observandose
gue 4 de las pacientes reactivas tenian 18 afos de edad, 3 pacientes 19
afios, 2 pacientes 17 afos y finalmente una de las pacientes reactivas
presentaba 14 afios de edad siendo esta la paciente con menor edad con

anticuerpos anti-Toxoplasma gondii.
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Grafica N° 2. Distribucion de los resultados de anticuerpos anti T.
gondii por el método de HAI vs edad de las pacientes.

RESULTADODE
LA PRUEBA
SEROLOGICA

W PosITIVO
[ NEGATIVO

E=

Recuento
w

[ ]

0

14 afos 15afios  16afos 17 afos 18aflos 19 afos

EDAD DE LAS PACIENTES

Fuente: Propia de los autores.

En la tabla N° 4 se presenta la distribucion de los titulos por el método
de HAI de acuerdo al trimestre de gestacién del grupo estudiado. Siendo
el tercer trimestre en el cual se ubicaron la mayoria de las pacientes
reactivas. Los titulos correspondientes al tercer trimestre de gestacion
fueron 1/16 y 1/512. Los ubicados en el segundo trimestre fueron 1/128 y
1/512. Tan solo una paciente se ubicé en el rango del primer trimestre
cuyo titulo arrojado fue de 1/256. El andlisis inferencial de correlacion
reveld que no existio significancia estadistica entre las diluciones

seroldgicas en el trimestre del embarazo (p<0,535).
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Tabla N° 4. Relacion de las diluciones seroldgicas por HAI con
respecto al trimestre de embarazo

ETAPA GESTACIONAL

PRIMER SEGUNDO TERCER
TRIMESTRE TRIMESTRE TRIMESTRE Total

116 1

1/32 2

L 1/64 1

D|IUC|on(_esde 1/128 1 >

trabajo

1/256 1

1/512 1 1

NO REACTIVO 3 3 14

Total 4 5 21

W N

OO MNPFP WEFEDNLPF

Fuente: Propia de los autores.

En la tabla N° 5 se observa que de las 10 pacientes reactivas para
anticuerpos anti—T. gondii, 7 (70%) de ellas arrojaron mediante prueba
IgG- Avidez por el método de ELISA indirecto, positividad para IgG anti-
Toxoplasma gondii; todas con Avidez alta: 78%, 85%, 93% ,107%, 110%,
142% y 226% respectivamente. Tan solo 3 (30%) pacientes arrojaron la

presencia de anticuerpos totales.

Tabla N° 5. Resultados de las pruebas de Avidez de las pacientes
reactivas para anticuerpos anti T. gondii.

N %

78% 1 10

85% 1 10

Valores de  93% 1 10
Avidez IgG  107% 1 10
110% 1 10

142% 1 10

226% 1 10

Anticuerpos totales 3 30

Total 10 100,0

Fuente: Propia de los autores.
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En la tabla N° 6 se compara la relacion entre los titulos de anticuerpos
por HAI contra el porcentaje de Avidez mediante la técnica de ELISA. Se
pudo constatar que las pacientes con anticuerpos totales se relacionaron
con diluciones menores a 1/32. Aquellas pacientes que poseian
anticuerpos IgG anti T. gondii con elevada Avidez (>78%) se relacionaron
con un mayor numero al momento de hacer la dilucion de la muestra
sanguinea. Esto apunta a la correlacion clinica de lo descrito en la
literatura. Sin embargo, el analisis inferencial de correlacion revel6 que no
existio significancia estadistica entre la Avidez segun la dilucién de la
muestra (p<0,433). Esto se explica por el bajo nimero de la muestra que

se uso en este modelo de estudio

Tabla N° 6. Relacion de los resultados de la prueba de Avidez para
IgG vs los resultados reactivos por el método de HAI.

Diluciones serolégicas en HAI

1/16  1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 Total

78% 1
85% 1

93% 1
Resultado 107% 1

prueba de 110% 1

Avidez 142% 1
226% 1

Anticuerpos
totales

=Y
=
=

W RPRRPRRRRR

Total 1 2 1 3 1 2

[any
o

Fuente: Propia de los autores.

En la tabla N° 7 se puede apreciar la seroprevalencia de T.gondii y la
asociacion a ciertos factores de riesgo en la poblacién de estudio. Se
pudo determinar que la mayoria de las adolescentes embarazadas que
fueron positivas en la serologia afirmaron ingerir agua potable, consumir
cualquier tipo de carne, no poseer ningun animal doméstico o de cria, no
haber estado con contacto con gatos y sus heces. No se encontro

significancia estadistica entre los distintos tipos de factores de riesgo
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asociados a la infeccion con el valor serolégico, tan solo en el tipo de

carne que consumian las embarazadas (p<0,009).

Tabla N° 7. Seroprevalencia de T. gondii y su asociacion a factores
de riesgo en adolescentes embarazadas que acudieron al IAHULA

Resultado serolégico

Factor de riesgo Opcidn Reactivo No reactivo Total Valor de p
Si 3 6 9
Durante el embarazo 0,669
cUd. haingerido agua
sin potabilizar? No 7 14 21
Total 10 (33.3%) 20 (66,7%) 30 (100%)
Res 2 0 2
¢Qué tipo de carne
consume? Pollo 0 1 1 0,009
Cualquiera 8 19 27
Total 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30 (100%)
Perro 1 5 6
¢Qué tipo de animales Aves 1 0 1
tiene? Vacas 1 0 1 0,306
Varios 2 5 7
Ninguno 5 10 15
Total 10(33,3%) 20 (66,7%) 30(100%)
¢Ha estado en contacto Si 3 4 7
con gatos? 0,429
No 7 16 23
Total 10(33,3%) 20(66,7%) 30 (100%)
¢Ha estado en contacto Si 3 4 7
con heces de gatos 0,503
durante el embarazo o
anterior a este? No 7 16 23

Total

10(33,3%)

20(66,7%)

30 (100%)

Fuente: Propia de los autores.

En la tabla N° 8 se expresa la relacion entre los resultados de la

prueba seroldgica con las preguntas de conocimiento referentes a la

toxoplasmosis. Se observé a través de la encuesta que la mayoria de las

pacientes adolescentes desconocian de la enfermedad (toxoplasmosis),

como se transmitia y como podia afectar la salud del bebe. Cabe destacar
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gue con respecto a pruebas previas la mitad de las pacientes que
resultaron reactivas ya se les habria practicado una prueba anterior para

descartar la infeccion por toxoplasmosis.

Tabla N° 8. Relacion del resultado de la prueba serolégica por el
método de HAI con las respuestas de conocimiento en relacion a la
infeccion por T. gondii.

Resultado serolégico

Preguntas de conocimiento Opciodn Reactivo No reactivo Total
¢Conoce usted que es la Sl 4 3 7
toxoplasmosis? NO 6 17 23
Total 10 20 30
sLe han realizado antes la Sl 5 11 16
prueba de toxoplasmosis? NO 5 9 14
Total 10 20 30
) Sl 3 2 5
.Sabe usted como se transmite
la toxoplasmosis? NO 7 18 25
Total 10 20 30
¢Sabe usted que la Sl 4 10 14
toxoplasmosis puede afectar a
su bebe? NO 6 10 16
Total 10 20 30

Fuente: Propia de los autores.
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DISCUSIONES

La toxoplasmosis es una de las parasitosis zoonoGticas mas
prevalentes en humanos y altamente difundida en América Latina, parte
de Europa Oriental y Central, Medio Oriente, partes del Sureste de Asia y
Africa. Esta infeccion se puede presentar como una infeccion connatal
(transmision vertical); sb6lo es relevante la infeccion intrauterina, via
transplacentaria. Las mujeres seropositivas para T. gondii previo al
embarazo, tendrian proteccion inmunoldgica en caso de una re-infeccion
durante la gestacion; este concepto es, actualmente discutido, dadas las
nuevas hipotesis para explicar la re-infeccion (Mimica, Mufioz, Torres y
Padilla, 2015).

En la mayoria de los casos de toxoplasmosis se hace imprescindible el
rastreo de anticuerpos frente a T. gondii como parte del control prenatal y
con el propésito de detectar posible infeccién activa gestacional, para
manejo posterior de la paciente evitando la infeccion fetal. La
determinacion seroldgica es parte de los métodos indirectos, Uutiles en
pacientes inmunocompetentes, pero que en aquellos con compromiso
inmune o sospecha de enfermedad activa (incluso en el caso de las
gestantes), requiere de la demostracién directa del parasito (mediante
reaccion en cadena de la polimerasa o cultivo) (Cardenas, Lozano,
Castillo, Cederio, Galvis, Rios y Térres, 2015).

A diferencia de lo que sucede en otras enfermedades, la IgM, aunque
es marcadora de enfermedad aguda, puede permanecer positiva durante
varios meses, dificultando la diferenciacion entre infeccion aguda y
antigua. También se pueden utilizar estrategias que permiten diferenciar
una infeccibn crénica de una aguda midiendo la Avidez de la
inmunoglobulina G (IgG), la presencia de isotipos especificos de
anticuerpos como IgM, IgA, IgE o la aglutinacion diferencial (AC/HS)
(Cortés, Gomez, Silva, Arévalo, Arévalo, Alvarez y Gomez, 2012).

La seroprevalencia en este trabajo fue del 33,3% de las mujeres

estudiadas. La toxoplasmosis a nivel mundial, continental y regional
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puede ser muy variables. En Etiopia se ha reportado en 22,9%, a
diferencia del 75,2% de Sao Tome y Principe. En Europa varia segun el
pais desde 38% hasta 71% en Francia. En Asia presenta areas con
prevalencia importante como lo son India, Malasia y Nepal: 41,8% a
55,4%, prevalencia discreta como China: 7,9% a 10,6% y Vietnam:
11,2%, y paises con prevalencia casi inexistente como Corea: 0,8%. La
prevalencia serolédgica del continente americano se encuentra en rangos
de: Estados Unidos 22,5%, Trinidad y Tobago 39,3%, El Salvador 75%,
Brasil 66,3%, Chile 36,2%, Colombia 47,1%. En Venezuela la
seroprevalencia promedio para T. gondii es mayor al 50% demostrado en
varios estudios: Estado Zulia 65,57%, Estado Trujillo 69% y Estado Lara
entre 38% y 43%. Esta demostrado que la estadistica aumenta en
poblaciones indigenas cémo lo indican Diaz y colaboradores en el 2010.

Un estudio realizado recientemente en Colombia por Giraldo y
colaboradores en el afio 2019 reportaron una seroprevalencia global de
61,3% de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en mujeres menores de 18
afos, la poblacién fue similar en el rango de edad a la estudiada en esta
investigacion arrojando asi una prevalencia mayor.

Aun cuando la seroprevalencia de estudio tendi6 a semejarse a
valores nacionales como los del estado Lara en poblacién en general;
Fernandez y colaboradores en el 2018 encontraron una seroprevalencia
del 15,7%, mucho menor a la reportada en este estudio, y aln mas
comparada con la poblacion general en Venezuela. Asi mismo Avila y
colaboradores encontraron en el 2016, valores de seroprevalencia mayor
al reportado por Fernandez, pero inferiores al encontrado en este estudio,
siendo la prevalencia de este autor del 27,4%. Por otro lado, Berredjem y
colaboradores en el 2017 reportaron una seroprevalencia del 39,86% en
su estudio, valores superiores a los discutidos en este parrafo y
semejante a la media nacional e internacional. Es necesario sefialar que
las comparaciones que se hicieron en este estudio no son de grupos

etarios homogéneos; pues si bien, los datos generados en el presente
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estudio son de adolescentes embarazadas, y los demas datos son
producto de mujeres adultas.

En cuanto a los resultados arrojados por el método de HAI en las
muestras reactivas, la mayoria de estos datos se obtuvo en un rango de
diluciones de 1/16 hasta 1/512. Se sabe que diluciones pequeias es
relativo a concentracion baja de anticuerpos, en este caso dirigidos contra
T. gondii. Un estudio reportado por Cardenas y colaboradores en el 2015,
detectaron anticuerpos en diluciones de 1:16 hasta 1:64; donde el
hallazgo mas importante fue que el 97% de los casos presenté titulos de
IgG anti-T. gondii iguales o inferiores a 1:8. En este estudio, el titulo 1/128
fue el mas frecuente y estuvo presente en 3 de las pacientes reactivas.

Con respecto a la prueba de Avidez, es frecuente que las mujeres
embarazadas cuenten con perfiles de serologia muy variables como lo
son titulos de IgG muy altos sin antecedentes; con valores de anticuerpos
hechos por distintos laboratorios con metodologias diferentes, donde no
puede compararse ni hacerse el seguimiento correspondiente; valores de
anticuerpos IgM en la linea limite por metodologia ELISA, con o sin
valores positivos de IgG o con valores negativos de anticuerpos IgG en
pacientes sospechosos o con antecedentes. Para todas estas situaciones,
la medida de la Avidez del anticuerpo IgG constituye una herramienta
particularmente Util, ya que la primera respuesta a la infeccién se
desarrolla con un anticuerpo IgG de muy baja avidez, lo cual permite que
la union al antigeno especifico sea facilmente disociada. Un indice de
avidez elevado descarta una infeccion reciente de toxoplasmosis dentro
de los ultimos cuatro meses. Por lo tanto, la deteccion de un alto indice de
Avidez de IgG durante el primer trimestre excluye una infeccion aguda
durante el embarazo para muchas mujeres que, de otro modo, con un
resultado positivo de IgG e IgM especifica podria ser falsamente
identificada como poseedora de infeccién reciente. Los resultados se
interpretan bajo este indice: valores mayores a 35%: alta Avidez; valores
entre 30 y 35%: mediana Avidez y valores menores a 30%: baja Avidez

(toxoplasmosis aguda) (Besterio, 2008).
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En este trabajo se encontré6 que de las 10 pacientes que salieron
reactivas en el diagnostico de toxoplasmosis, el 70% cont6 con
anticuerpos anti-T. gondii IgG con elevada Avidez. Como se describié en
el parrafo anterior, valores altos de Avidez, indican que la infeccion fue
cronica y que no existe mayor riesgo de complicaciones para el producto
del embarazo, que la infeccion se encuentra en equilibrio con el sistema
inmune de la mujer embarazada. Sin embargo, se encontré que el 30% de
las mujeres arrojaron anticuerpos totales. El andlisis de laboratorio junto a
la experiencia sugiere que son anticuerpos IgM desarrollados como parte
de infeccidn reciente. Este dato se corrobora cuando se permuta la Avidez
de los anticuerpos con respecto a la relacién de las diluciones de las
muestras que resultaron positivo en el estudio serolégico. Se encontré
que en aquellas mujeres que poseian anticuerpos totales las diluciones de
las muestras estaban en el orden de 1/16 y 1/32; esto indica que la
presencia de anticuerpos es menor y es deduccion indirecta de la
infeccion reciente de estas pacientes. El manejo de estas, debe ser mas
direccionado, pues el diagnostico de la infeccion por toxoplasmosis se
encontro en el tercer trimestre de la infeccion.

Un estudio realizado por Morales y colaboradores en el 2008,
encontraron que 4 pacientes con indices de Avidez por debajo del 30%
fueron IgM positivas, un resultado similar en este estudio. Este mismo
autor encontré que el 63% de las mujeres embarazadas tenian menos de
16 semanas al momento de la prueba. A diferencia de este estudio donde
la mayoria de las mujeres fueron diagnosticas en el tercer trimestre,
Morales y colaboradores evaluaron aquellas que apenas tenian 4 meses
de embarazadas, es decir estaban ubicadas en el segundo trimestre.
Giraldo y colaboradores en el 2019 en su estudio determinaron 17
(21,3%) pacientes con una Avidez alta para IgG, indicando que estas
presentaban una infeccién pasada, a diferencia de este estudio, el
realizado por Giraldo y colaboradores contaron con pacientes en edad
fértil y no embarazadas. Es necesario resaltar que este estudio conto con

la debilidad de no poder haber evaluado la seroconversién en este grupo
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de pacientes; pues esta indicado que luego de las 2-4 semanas de haber
detectado, cuantificado y evaluado avidez, se sugiere volver a repetir el
procedimiento.

En este modelo de estudio se encontr6 que la mayoria de las
adolescentes embarazadas que fueron positivas en la serologia afirmaron
ingerir agua potable, consumir cualquier tipo de carne, no poseer ningun
animal doméstico o de cria, no haber estado con contacto con gatos y sus
heces; es decir, que los factores de riesgo asociados a las condiciones
clasicas no estuvieron presentes. Un estudio llevado a cabo por Lopez y
colaboradores en el 2005 demostré que el riesgo de infecciobn por
Toxoplasma aumenté en mujeres que reportaron comer carne cruda (el
tipo de carne no fue discriminada) o a medio cocer (IC95%, p=0,01),
consumir bebidas hechas con agua sin hervir (IC95%, p=0,01) y tener
contacto con gatos menores de 6 meses (IC95 % indefinidos, p=0,01). En
contraste, beber agua de bolsa, botella o botellén fue un factor protector
(IC95%). El beber agua filtrada o de ozono fue hallado solo en 4
gestantes de los controles; sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

De los resultados obtenidos se pudo concluir que 33,3% de las
pacientes, es decir, 10 adolescentes embarazadas resultaron
seropositivas en el diagnostico seroldgico por T. gondii.

El titulo de diluciébn més frecuente fue el de 1/128 presente en 3 de
las pacientes reactivas. Las otras diluciones mas frecuentes fueron
1/32 en 2 de las pacientes y 1/512 que estaban presente en 2 de
las pacientes reactivas.

De las 10 pacientes reactivas para anticuerpos anti—T. gondii, 7
(70%) arrojaron elevada Avidez mediante prueba IgG- Avidez por
el método de ELISA indirecto.

Las pacientes con anticuerpos totales se relacionaron con
diluciones menores a 1/32. Aquellas pacientes que poseian
anticuerpos IgG anti T. gondii con elevada Avidez (>78%) se
relacionaron con un mayor numero de diluciones. No existio
significancia estadistica (p<0,433).

La mayoria de las adolescentes embarazadas seropositivas
afirmaron ingerir agua potable 7 de 10 (70%), 8 de 10 (80%)
pacientes afirmaron consumir cualquier tipo de carne,
posteriormente 5 de 10 (50%) pacientes aseveraron no poseer
ningun animal domeéstico o de cria y finalmente 7 de 10 (70%)

afianzaron no haber estado en contacto con gatos y sus heces. No
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hubo significancia estadistica entre los distintos tipos de factores
de riesgo, solo en el tipo de carne para el consumo (p<0,009).

26 de las 30 adolescentes desconocian acerca de la toxoplasmosis
(86,6%), 25 de ellas no sabia como se transmitia la enfermedad
(83,3%), y 16 pacientes manifestaron que ignoraban como podia
afectar la salud del bebé este parasito (53,3%).

Desde el punto de vista epidemiolégico es de gran importancia
puesto que se demuestra, una alta prevalencia de adolescentes
gue han estado en contacto con el parasito en algin momento de

su vida.
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Recomendaciones

Dado que se necesita diagnosticar toxoplasmosis aguda en la
embarazada fundamentalmente en el primer trimestre, por sus
graves consecuencias, y teniendo en cuenta que la determinacién
de los anticuerpos anti T. gondii por el método de HAI por si solo
no brindan confiabilidad total, la prueba de Avidez se presenta
como una técnica breve, efectiva y segura para llevar a cabo,
rapidamente, la mejor decision terapéutica. Por ende, se sugiere
promover en el personal médico, especificamente los relacionados
en la atencién de la salud reproductiva de la mujer, que conozcan
el fundamento y la importancia de realizar la prueba de Avidez para

evitar las complicaciones en el producto del embarazo.

Establecer valores de referencia y de corte para este grupo
vulnerable de pacientes a fin de conocer el comportamiento

epidemioldgico de la toxoplasmosis en el embarazo.

Establecer sistemas de valoracién en el IAHULA donde se realice
una segunda deteccion de IgG para determinar la Avidez al cabo
de 2 a 4 semanas y demostrar una variacion en el titulo o

concentracion de anticuerpos.

Impartir a las pacientes embarazadas del servicio de ginecologia y
obstetricia del IAHULA, charlas referentes a esta y otras
enfermedades en las cuales puede estar en riesgo la vida del feto y

la madre.
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ANEXO N° 1

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y'BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS

CUESTIONARIO

PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI TOXOPLASMA GONDII EN
ADOLESCENTES EMBARAZADAS

l. Complete los datos que se solicitan:
DATOS PERSONALES:

Nombres y Apellidos:

Fecha de recoleccién de muestra: / /

Edo. Civil: Edad: Ocupacion:

Direcciéon de habitacion:

. Marque con una X su respuesta:

1. Area de residencia: Urbana: Rural:
2. Nivel de educacioén: Primaria: _ Secundaria:
Educacién Superior: Ninguna:

3. Etapa Gestacional

Primer trimestre: Segundo Trimestre: Tercer trimestre:
4. ;Ha estado embarazada anteriormente? Si No
5. ¢ Tiene agua potable en su casa? Si No

6. ¢Durante el embarazo hatomado agua sin potabilizar? Si
No
7. ¢Usted consume carne? Si: No:

8. ¢ Cuantas veces por semana consume carne?

9. ¢Qué tipo de carne consume? Res Cerdo Pollo
Pescado

10. ,Como consume la carne? Cocida Poco cocida
Cruda
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11. ¢;Tiene animal(es) en su hogar? Si No

12. ¢Qué tipo de animal(es) tiene? Perros Gatos Aves

Cuales otros:

13. Acariciaasumascota: Si_~~ No___

14. Duerme con su mascota: Si No

15. ¢Ha estado en contacto congatos? Si_~ No__

16. ¢Ha estado en contacto con heces de gato durante el embarazo o
el periodo previo a este? Si No

17. ¢Ha sufrido algun aborto? Si_~~ No___

18. ¢Conoce usted que es la Toxoplasmosis? Si_ No___

19. ¢Le han realizado antes, la prueba de toxoplasmosis? Si
No

20. ¢ Sabe usted como se transmite la Toxoplasmosis? Si No

21. ¢Sabe usted que la Toxoplasmosis puede afectar a su bebé?
Si_ No
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ANEXO N° 2

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y'BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este estudio de investigacion esta siendo conducido por la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, el cual consiste
en: Analizar la presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en
adolescentes embarazadas que acuden a consulta obstétrica en el
Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA)

Esta investigacion se realiza con la finalidad de conocer cual es la
poblacién de madres embarazadas infectadas con el Toxoplasma gondii;
pardsito intracelular que causa la Toxoplasmosis e identificar factores de
riesgo que nos permitirdn tomar medidas preventivas y de control mas
eficaces y precisas en esta parasitosis.

Usted ha sido seleccionada al azar para participar en esta investigacion,
motivo por el cual le estamos pidiendo su colaboracion, que consiste en
responder el cuestionario en el cual se recolecta informacion sobre datos
personales, educacion, estrato social, relaciébn con animales, entre otros,
adicionalmente se le extraera la muestra de sangre en ayunas para
determinar anticuerpos especificos para Toxoplasma gondii. Este
procedimiento no ocasiona dafos a su salud, ni lo incapacita y se realiza
en pocos minutos.

La informacién que usted nos proporcione serda de gran importancia y
utilidad, que se traducir4d en recomendaciones utiles para la salud de la
poblacién en general y principalmente para las madres embarazadas.
Como beneficio, los resultados e interpretacion de sus datos seran
enviados posteriormente a usted, para que se realicen los tratamientos
requeridos, si es el caso.

Usted podra decidir si participa o no en cualquier momento, y no habra
ningun tipo de perjuicio por la decisién que usted tome. En todo momento
se mantendra la confidencialidad de los datos suministrados de manera
gue solo seran usados para los fines de este estudio

He leido la carta de consentimiento, se me ha explicado el estudio y estoy
de acuerdo en participar voluntariamente en él. Y doy el permiso a los
investigadores de este estudio para usar la informacion recolectada en el
cuestionario

Nombres y apellidos C.l FIRMA
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ANEXO N° 3

Toxotest

HAI

Prusha de hemaglutinacian indirecta (HAI) para |a da-
teeeidh de anlicusrpos conlra & Toxoplagma gomndi

SIGNIFICACION CLINICA

La lasoplagmass e una enfenmedad neososs generaknen-
b berigria y asiniomdtics delhombre y de los animales, tuyo
apene elikgics e el Toxoalasma pandi, pardsilainlracslus-
lar abigado de distribucin rmurndial.

Cuandn |a nleceitn poe T, paridE se adquisns durants |3 ges-
tacidn, exide un alla resgo de inlecdan en el 1e1o, pudiende
DT ook oSS (e (U BOM MAS SEvweras cuari
A% precaz sed |3 contamindsidn malema.

Lag delarminacionas serolbgicas son lag mis convenisntes
i terleras para & dingrdetico de la eaoplasmoss v dabse
eslablacarse: 3] la seroconmsersidn de negalive & posiliva, b
un aurierito en el iuld de anticeenpo ¥ o) 1a presencia de
IgM eszacifica que indicaria inlestitn acliva,

FUNDAMENTOS DEL METODD

Towolest HATee basa @i k3 propiedad que tenen ks anti-
cuerpas antT. ponds de producin agluinacin en presendia
de glétules rajes sensildizades san anligenos etoplasmat-
£as y de rembrana dal parasile, El erglen da ambos tipes
de anfigenas merementa k. sensbilidad del meétods penr-
terdn ba deleccion precoz o |a inleccidn, Tanbs & presancia
de anticuenpas helerdlilos como 13 aparicion de 1ghl, caracie-
risticas del periode aguda de la parasioss, se nvesligan e
pheands ratarsenlo con 2-mercagtaaland [2-ME) y eritros-
tos no gensiblizadig gara conlrol y alsomesdn de Beberofilia.
Lo anlicuerzas batendlilos s alsoen con entocilos no
serEdilizados. Enlod sueios de pacienles con mlsccion agu-
da bratados san 2-ME, se cbserva ursa caida del biluk en por
lo renae dog dilud ares corrgparados oon s Mismos suans
gin lralar &on 2-ME.

REACTIVDS PROVISTOS
Reconstiluyente HAL: solagitn isiiogica larponadaa gH T,
Antigens HAL eflizage de glabulos fajoe de carners sons-
bilizados eon antigenos edoplasrations i de supefics da T,
genii.

GR no sensibilizados: suspensitn al 1% de eritrectos de
carnero na sensdilizados, para conlrol ¥ absackn da hete-
refili

Buffer HAI selueidn fisislgica tamponada con laskalos a pH
7.5, con cHlaranla marla,

Solucidn Proleica: salucidn de alldmina bovina,
2-Mercaplostanel: ampalla coneriends 2-mereapoetan [2-
ME).

Contral Pogitiva: suera mactivada eonleranda H.I'I'Iill'u&rp:'ﬂ
erra el Touoplazra gandi,

Canlral I'-legati'm: aLigsnd na reacliva, inaclivado.
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HREACTIVOS MO PRHOVISTDS
Solucidn femkgica.

INSTRUCCIONES PARASU USD

Antigens HAL preparar gon 5,2 il de ReconsBupente HAL Ex-
pErar und hona anles de wsar agilando endgeamente cada 20
ritirubos pard et wia cornecta rehidralacdn del reactive.
Cada ver gue 22 emplea hamogensizar medianle agtacibn,
GR na sengibilizados: homaopensizar imadiante agladion ar-
bas die usar, evilanda b larrmacdn de sepuma.

Diluyemte de Sueros HAL: agregar 0,2 ml de Sobucidn Pro-
taiea cada 10 mlde Bulfer HAL Mazcar, rotular y lachar,
2-Mereaplaatanl: una vez abeerla la armpola, trasvazar
conlerda al lrageo vacio pronasto, el gque se debard baparin-
riediataments despuds de usar

2-Mercaplostanal al 1%: can el 2-ME pravisla, pregararuna
diluesdn 1100 con solucion lisoldgica en santdad suliGems
de acuedn al nirers de pocilias que s wiisen. Epmplo:
para 96 pocilos: 25 wl de 2-ME en 2.5 mi de solucitn fgald-
gica.

Controles Pozitivo v Negative: Fzlos gara usar,

PRECAUCIONES

- Todas [as mueslras de pacienbes deben manigulass camo
gi furan capaeas de ransmitir nleccin, Los controles se
encuenlran macthvados. Sin ertango, deben emplaae
Gorna & ge tratara de ratedal inlectivo.

- Los Suenos contrabes han sido examinadas para anligena de
suparlicie de hepatits B (HB&AR) y vinus de nmunodelicien-
cia hurmiana (HIV) enconirindsss o reaclvos.

- Tocdans 0% mraberiales empleados en el ansapn deben ser
destruidos & lin de asegurar la inaclivacon de agentes palg-
genas. El mélade reocomendade para este pracedrieno
&5 auloclavar durarz 1 horaa 12190, Les liguides de daga-
i i St d esnlectadod con oo dé sodio (Son-
eniracion lingl 5%) durante por o rmenos G0 minulos.

- Mo intercambiar reactivos de distines equipos y Ioles,

- Mo empladr reactives de alro ankgen.

- Lo reaclives son para uso disgnislicn "= vira®.

ESTABILIDADE INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Resclives Provielos: son establas an religeradar (2-10°C)
Frasta k3 facha de vencrienlo indicada en la sga. Nooonpalar.
Diluyente de Sustos HAL: es estable enrehigerador [2-10°0)
5 dias a padtir de la lecha de gu preparacitn.

GR na sensibilizados: mamener en posodn vertical,
2-Mereaploatanal al 1% usar inmediziamenle despise de
prepaiadn,
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Antigens HAL una vz reponstiuido es estable durants 4

Mleses oAt en refrigerador (2-105C). Mo congalar. Mar- Sayar eon microdiuioes de 25 ul jurd pars cada mues-
Borir g st verlical 1ra) ycolocar e lag pocilos dela colurmng 1, S uliiza-

ran tanlas hileras hanssnlales como suens o comoles
debsan procegans,

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DELOS

AEACTIVOS ) Realizar dilutiones a partir de a eslumna 1 {dilustn

Cuando e Control Negativo y tadas las diudones de sueros ;ﬂ'ﬂii"‘”g? g'mm”?!“tﬁ:i'::gﬁ;ﬂ‘;m EB E:;":

e reaclivis, pusdi ser inditio de aulsasutnassn del Anli- o ,'54;' ! SuEESN 4

iﬂﬁ”ﬁf’“fh‘f“ﬁ“ﬁgﬂ?‘éﬂdﬂ:ﬁ;ﬂh . Si s procesaman mas de B susms, se ulilizadn las

et el aw’umﬁ it eoluminas 7 & 12, reakzands |as dluciones d la mane-
- ' 14 antag HE&Erip‘la.

estard delerioradn. Desechar .

Lt ausencia d reaclehdad entodis s dilucknes dé sueros 4) Colocar en bas eolumnas 1 y 2 (duciones 1/2  1/4)

™ P N urid ata (25 ul) de GA no sensdilizados, para contral
i Camrl Pasiliva, pueds serindicio da delamng da s neas- di heleraia, Haser lo misma en las ealumnas 7 y B en

lrvas, Procesar und Mun-slraﬁmpusiljuidadmncida. eags de ger errpleadas,

5) En &l résto di las pociles, agrégar ursa gaka (25 ul)
MUESTRA de Antigens HAL
Suer &) Agilar la pabrubels polpeands con los dedes e las
a) Recoleceion: ¢ pacsnle debe aslar prelerenlementas en paredes laberalas, durarite 30 sequidss por o imenos.
ayuras. Oblener suerd g 18 rarera usuel, Ne usar plasma. 71 Diasjar en reposs, o reequanda de vbracianes, duranle
B Aditives: noss requienen. Mo agregar conservadones. 30 minulas.
¢} Sustancias interferentes conocidas: hemdlss o hipardipe- ) A partir g los 90 rrrwlos, leer,
i (e GUIIFBSIanemia) Son ausa de resulasos erin s, Se pueds aurenlar la nilidez de la imagsn, leyenda
d) E£labilidad & instruccionss de almacenarmignlo: ¢ sue- Sobre un egpejs, luminands la placa desde ariba & n-
riy e ser prefeemarments resen. En casn dieng procesa- lerporiends un papal Blanca y rasiicads et b gahu-
i e el madmento, pueds cargervarss enretigeradar (2-10:C) Bl y la fuente di lue.

durare nd mas de 72-05 horas comtadasa parlic del momen-
b e B exlraecion. Para pedados mas proknpades de o I-TITULACION CON2-ME

- . 1) Colesar una gola de suers o contoles & cada ua
ey, corgelar (@ -20eC) evitando reberar descongelarisrn- 5 !
y congelarniantes. de ks poriles de la celumna 1 fy 7 gi e necesario),

Los suerns snvejecidas ienden a gelficarss al senlacts ean eriipleanda espaluias-gitard descartables (uns por cada

¥ Huern) en posicion verlical.
&l 2-ME. provocanda resullados lalses poetias, 2) Agregat una gola de 2-Mercaptoelancl al 1% ke mis-

e il ks, wliz arvde urd espaluls-goders descartable,

MATERIA REORFRI0 3) Sellar ks pocilos son cinta adhesiva y agilr la paice-
1-Pravslo Eela goipeanda con los dedas en ks paredes lateraks,
- 1 Irasen vacio (para irasvasar &) 2-ME de la ampala) 4) Ineubar 30-60 itutes a 370 o 90 minulos & lemps-
- 5 policubsatas con B8 pocibos de larda én U (8 hlerag v 12 A ILira Arhien L,
colurnnas) 5) Restirar ka cinta adhesiva, pasar i traps bdmeda por
- espdlulas-gotens plisticas descartables Ia baze de k palicubsts v, ean micrapaters de 25 ul,
2-No provisto elosar i gota de Diy erte g2 Buer HAL e les pos-
- i radilutares (25 uly Bas reslanies de las hilerag ulilizadas.
- migregeteme (35 ) §) Reatlizar 108 pascs 3 al B deserplos en la Tilulacian .
- lubas di arsaya y matedal volumehos adecuada [l TECHICAS ALTERMATIVAS
-cinta adhesaa Cuarda e estudian sugros ahavenle reacives o en
eate do poblasienes eon una ehada prevalnc da
texsplagriosis dende habilualmenle se encuenlran tite-
PROCEDIMIENTO los sugenanes 3 102 pusden emglearse algunas delas
Selectionar und policubsta con pocilles sin usar de londo Gigienbes Ienisas allemalivas:

en bl Pagar w Iraga himeda par la base de la paboubeta

Téenica altermativa 1:
ames de usar, colocarla en farma apaisada sobe el traps o

Canlinuar con las diucanas hasta [a columng 12 incu-

i realizar e ensayo manlermdnoela en esla pasicidn. Ver . T
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO. S G |0 ques se ot wid dilusidn linal da 104,096,
Técnica alternativa 2:

I TITULACKIN SIM 2-ME Caloear enun lubs “ad-hoe” 50 ul de swero y 350 ul de
1) Con microgalens de 25 ul eolocar una goka de Dilu- Diuyere de Suenss HALdilucidn 1), Tomar 25 ul de
yerde g Susros HALen bados lbs pocilles a usar de la weta dlueion ycolocada enla columa 1 de la policubs-
policubels. fa. Prgseguir segun e deseribe en |, hasla la colurma
2) Tornar wha alicuata de eada suerm O contrales  en- . D eta fomrna se altiens una diuedn fmal de 115312,

ETORENG SO0 Pip. 2
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IW-ABSCRCION E0ERE GLOBULOEROJOSND

SENIEILEZADDS

En susros gue pragenten hetenaliia oS antiuepos he-
terdlilog pusdan absorberse eabre GR ro sensibilizadog
el siguisre lonma n un tubode hermdliss con Lagdn
calecar 50 ul de GRA no sansitilizados provisies + 50 W
e sisaro e engayo. Dajar b suspension durante 30 mi-
rubos & 370 agitancd de fanla en tarmo. Lssgs centrilu-
gar & 2.000 r.p.m, duranle 3 minulos, De sobrenadae
e orrian 50 Wl y se ampled como dilicion 12, calecan-
dola en la prrmera eolumna, Si se erplea en lilulagan
ean 2-ME e2ta colurina carasponds 8 dlucidn 104,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADDS

Tilulseion sin 2-ME

Tituboe 2 16 sipgaifican mayor prababilidad de mfassdn oxo-
plasrnica. A fin de determinar una prrmainfscsidn resenle de-
ben procasare 2 muoestias ermadas canun ntervak de 2-3
samanas. Ln aumenld de tilulo mayor de 2 dluciones entre
la 1%y 2% riussta ndican inleociin egienlemants adguirnida,
Titulacion on 2-ME

La aparicidn de titules bajos en |a tulacidn sn 2-ME y reacti-
widad ean glibules rjos no sensibilizados que desaparens al
eleciuar | titulacion con 2-ME wh absansdn con GA ro sen-
gibilizados, serian indicalives de la existencia de helenalia,
Por & conrario, lbulod elevacos sn o emples de 2-ME qus
dErninuyen consaderablesmante alutiizar 2-ME indicanian k pre-
g de g, caracteristica de infectidn aguda. Lo conlro-
les e Pstinofilia en eale caso deben dar eacciin nagaliva en
el suem sin fralar & ras absonsdn con GR no sershilzades

IMAGEN NEGATIVA
IMAGEN POSITIVA
I Il I
i1 2]

1) Maste.
{2) Punle firl (509).

M Resclive: presenda da un gedirenta an fonna de biéa
O peiuEdio ani de bondes repulanes,
Reactive: lomation deuna pelicula & mants que scubre e
S0 o mids dal larda de lns pocilos.

VALORES DE REFERENCIA

Dl dé |98 beriicas fimunakgicas, I HAl es congderada
un meodo confiable parala delerminacin de anticusrpos e
pecificos Mo abelanis, sus resulladoe, al igual que ks de
euakguies milndn ssrakigica, 0o conetilyen un dala suwd-
liar para ol diagndaticn,

Es por esta razon que s inonmes deben ser e siderados
& rmings de prababiidad. En esle casn, maypor o Mensr
prodabiidad de parasitosie por T, gondi,

Se consideran presuriblements parasilados aquelias indiv-
duE Cuy0s Susres B0 rRActhios en diucionss mayones o
iguales a 1HE.

S debe barer &n cuenta o |8 canceniracin de anfieuspos
#n suern varia gn dislinlas poblacionss, razdn por 1 cual es
posile enconlrar sugros reaclivos cormesondienles a indivi-
dlisne 1 paradiiad g, Por esla E26n &S necesaris dalarminar
I waoress e refierencia d ka paliacion en eslodio.

LIMITACIONES DOE PROCEDIMIENTO

Ver Buslancias inlerlerames conotidas en MUESTHA.

Olras causas de resulladas emdneas san:

- Falta de acondicionamients pravia de [a pabtubala. Para
elirrinar & cargs Hectislalica @& nscesano pasar un rapo
hiereds par la bags: (ver PROCECIMIENTO).

- Falta da harnogens 2acidn de s reaclives anles de su uss.

- Dieliciencias de mezclada,

- Vibrasiores accadentales durants o repasn nacasans pary
el desarriallo dela reactitn.

- Buerns eryejacidos o conpelados y descongelados repeti-
darnerts.

- Contarninaciones secidenales de 108 reaclivas o del male-
il empleads en & engayo.

- Polizubelas rayadas par uso ieilemd. Mo e asonseja ra-
ulilizar pocillos.

- Dilupenle de Suarss HAl corgaerdads mas da 5 dias.

- Excest 0 defeetn de Diluyents de Suerns HAI en los peci-
llos de [a palicubatas.

- Mo regpatar g iergas y lergeraturas da neubacitn en el
tratarmiente eon 2-ME &l 1%.

- 2-Mereapipetanal al 1% no preparada en el mamenla, Debe
Bariree g CLSNLA que en sle liga de infectiones las ula-
CI0NES AiBl308% proveen eSCasa Nlarmaciin por 1o gue e
prafine elecuar determinacionss seraas cada 15-20 disg
fue permilan ohserar s variaciones en ks s, Para
este procadimients es o eniene congervar eongeladas
alicualas de lag muesirag de dislinlos diss y procesarlas

Sriulinearante con o8 mismiog reaciivos v o mismo oge-
rad.

Aacardar que cada corrganaenle de Taxoteet HANsmma un
equipo complete que debe considerarse soma uridad, Par
esle malive nedeben inbercarbiarse os corpanentes de dis-
tintos ecuipis,

PRESENTACION
- 80 deterranaciones (Cod. 1743201).
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EXPLICACION DELOS SIMBOLOS

Antigena Kl Bulter HAl

| Flncunn.-,1l1u1,|.| HAI | |GF| | Lals] un:l!h.l
Feconstituyenio HAI GH na sensihilzados
[z |

Snlucidn Praleica 2eiiercaptoctanal
Caomrol Fosilio Gontral Hegadvo

Los siguientes gimboles se ulilizan en todes ks kits de
reaclives para disgnistics de Wiensr lab,

por [a Direciia Eurcpaa 187% CE de producios sanitan

c Eshe producta cumple con los requenmienios provisios
s para el clagndstico i wiing”

Ef [ReF] Feprosentaniz auiortzado o la Comunidad Europea
Usa dlagnistico in sifra”
Comenida sufidente para «n» ensayos
Fecha do caduckdad
Limite dir Semperaidmn joonsendar a)
Mo cangelar
Fiesgo biakgcn
Valumen despuds de la reconstiiuccn

Conlenkda

E‘L-ihi*-l-'cﬂ@

k] Tadmena ce loie

[

Hlaborao por

Hocho

Coemosiva f Calstioa

krilant

Sonsubar nstrucciones do usa

Calibracar

E = Ee b

o] ] Contral
el Contral Pasitiva
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1. Anadir PBS-TC (Tween Caseina)

ANEXO N° 4

PROTOCOLO AVIDEZ IgG

sensibilizada segun el esquema siguiente:

12345 67 89101112

ZoOTmmgooOw >

100 uL

en cada pozo de la placa

2. Afadir 5 pL de los controles y las muestras de manera simultanea
en los pozos siguientes: A2-E2, A3-E3, A4-E4, finalizando en A12-
E12, e iniciar las diluciones; transfiriendo 50 uL a cada pozo y
descartando 50 pL, para completar un volumen final de 100 uL/

poZzo.

123456789101112_]
B - + MUESTRAS

5uL

5uL
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N

50 uL

50 uL

1:64

1:256

1:1024

1:4096




B: Blanco
—: Control negativo
+ : Control positivo

3. Incubar durante 1 hora a 37 °C.

4. Lavar la mitad de la placa (fila A- D) con PBS-T y la otra mitad (fila
E-H) con Urea al 6%, 3 lavados de 10 minutos cada uno.

5. Realizar 1 lavado con PBS-T de toda la placa.

6. Colocar 100ul del Conjugado en cada pozo (10 ul de anti IgG
1:1000 + 10 mL de PBS-TC/ placa). Reservar unos microlitros para
probar posteriormente el sustrato.

7. Incubar por 1 horaa 37°C.

8. Realizar 5 lavados con PBS-T.

9. Agregar 100 uL del Sustrato (pH 5) en cada pozo (4 mg de OPD +
20 pL de Perodxido de hidrégeno + 10 mL de Buffer Citrato/placa).

10.Incubar 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

11.Parar la reaccion con 50 uL/pozo de acido sulfdrico (H2SOy).

12.Colocar la placa en el espectrofotometro de ELISA utilizando un
filtro de lectura de 450 nm y un filtro de referencia de 620 nm.

13.Realizar los célculos en la dilucion 1024 segun la siguiente formula:

% Avidez= DO pozo Urea x 100

DO pozo PBS
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