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RESUMEN

La toxoplasmosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial producida
por un parasito intracelular obligatorio conocido como Toxoplasma gondii,
cuyos hospedadores definitivos son los miembros de la familia Felidae;
pudiéndose encontrar en un amplio rango de mamiferos y aves
(hospedadores intermediarios), inclusive en el hombre, en el cual puede
generar diversas manifestaciones clinicas, siendo la toxoplasmosis congénita
una de las mas importantes, por los severos danos que puede ocasionar
sobre el feto y durante su vida extrauterina. En la presente investigacion se
tuvo como objetivo determinar la presencia de anticuerpos anti-T. gondii en
estudiantes femeninas de la Universidad de Carabobo Sede Aragua, y
ademas relacionar los factores de riesgo con la seropositividad a la infeccidn;
para ello se analizaron 255 muestras a través de la técnica de
Hemaglutinacion indirecta considerandose positivo titulos = 1/16. Se obtuvo
como resultado que 40 estudiantes presentaron anticuerpos anti-T. gondii, lo
cual representa 15,7% de la muestra estudiada, manifestando titulos
comprendidos entre 1/16 y 1/4096, siendo los de mayor frecuencia 1/128 y
1/256 correspondiendo a 25 y 27,5%, respectivamente. De las estudiantes
seropositivas, 10% presentaron anticuerpos IgM y las restantes (90%)
anticuerpos IgG. Mediante la prueba de chi cuadrado se mostré que existe
asociacion estadisticamente significativa entre el consumo de carne de ovino
(p=0,04) y la presencia de la infeccidon en las estudiantes evaluadas.

Palabras clave: Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, Seroprevalencia,
Hemaglutinacion indirecta.
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ABSTRACT

The toxoplasmosis is a zoonosis of worldwide distribution caused by an
parasite intracellular obligatory know as Toxoplasma gondii, whose definitive
hosts are members of the family Felidae; being able to find in wide range of
mammals and birds (intermediate hosts), including man, on which can
generate various clinical manifestations, being congenital toxoplasmosis one
of the most important because the severe damage that can cause to the fetus
and during postnatal life. In the present investigation the objetive was to
determine the presence of antibodies anti-T. gondii in female students of the
University of Carabobo Sede Aragua, moreover relate the risk factors with
seropositivity of infection; for that 255 samples were analyzed by the indirect
hemagglutination test being a positive titre of > 1/16. The result was that 40
students presented anti-T. gondii, which represents 15.7% of the sample
studied, showing titles ranging from 1/16 to 1/4096, being the most often
1/128 and 1/256 corresponding to 25 and 27.5% respectively. 10% of the
students with positive test had antibodies IgM and the remaining had (90%)
IgG antibodies. The chi square test showed the statistically significant
association between consumption of sheep meat (p=0,04) and the presence
of infection in the students evaluated.

Keywords: Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, seroprevalence, indirect
hemagglutination.
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria causada por un
protozoario intracelular, de la subclase coccidia, llamado Toxoplasma gondii,
que provoca en el ser humano cuadros clinicos variados, entre cuales se
destacan la toxoplasmosis ocular, toxoplasmosis pulmonar, encefalitis aguda,
toxoplasmosis adquirida ganglionar, y toxoplasmosis congénita; ésta ultima
representa gran importancia en la reproduccion humana por las diversas y
graves complicaciones que repercuten sobre el desarrollo del feto y

posteriormente a lo largo de su vida extrauterina (Maekelt, 2002).

Dicha enfermedad es la zoonosis de mayor distribucion a nivel
mundial, encontrandose tanto en humanos como en mas de 330 especies de
mamiferos domésticos y salvajes, y en 70 especies de aves de corral y
silvestres. Esta representa una enfermedad de gran importancia desde el
punto de vista comercial, por causar problemas de tipo reproductivo en el
ganado (abortos, momificacion fetal, mortinatos y nacimientos de crias
débiles), especialmente en ovinos y caprinos; y por ser una enfermedad
zoonotica de gran implicancia en la salud humana, que repercute sobre la
procreacién, tomando en cuenta las graves consecuencias que acarrea al
feto ya que puede causar ceguera, dafnos irreversibles en el Sistema
Nervioso Central (SNC) y una variedad de patologias de cuidado clinico.
También puede afectar a pacientes inmunosuprimidos (SIDA, hepatitis, etc),
especificamente en 6rganos y tejidos como cerebro, ojos, corazén, higado y

pulmén (Zuzunaga y cols., 2006; Triolo y Traviezo., 2006).

La prevalencia mundial de esta infeccion oscila aproximadamente

entre 40 y 85% de la poblacion mayor de 35 afnos, y representa actualmente
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una importante causa de morbilidad y mortalidad neonatal, ocasionando
principalmente lesiones oculares y alteraciones del SNC; también produce
abortos espontaneos y mortinatos. Estas cifras varian de un lugar a otro,
dependiendo de factores geograficos y climatolégicos, grupo étnico, habitos
alimentarios, tipo de trabajo, higiene ambiental y la presencia de gatos
infectados; obteniéndose mayor numero de casos en regiones calidas y
humedas como las zonas tropicales, y areas con escaso nivel cultural y
socioecondémico. Sin embargo, en paises con alto nivel higiénico se han
reportado entre 30 y 50% de infecciones en la poblacidén adulta,
especialmente en lugares donde se acostumbra a comer carne cruda y
semicruda, tal es el caso del continente europeo. Se ha notificado que
alrededor de 50 y 90% de los individuos de diferentes zonas de América han
tenido contacto con el parasito, encontrandose en América latina mayor
incidencia, con excepcion de las areas surefas y las Islas del Caribe (Atias y
Thiermann, 1998; Maekelt, 2002; Chacin y cols., 2003; Triolo y Traviezo.,
2006).

Lora y cols., en el aino 2007 llevaron a cabo una investigacion en tres
ciudades del eje cafetero de Colombia (Manizales, Armenia y Pereira), en las
cuales detectaron el material gendmico de T. gondii por medio de la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en muestras de carne de
res, cerdo y pollo, con el fin de establecer el tipo de carne y la ciudad en
donde es mas frecuente el hallazgo del parasito. En sus resultados
obtuvieron que 57,7% de las muestras de carnes estudiadas presentaban el
parasito; siendo la carne de cerdo la mas contaminada (70%), con mayor
prevalencia en Manizales (80%), seguida por la carne de res en Armenia con
80% de resultados positivos, y por ultimo, la carne de pollo en Pereira, la cual
presentd una prevalencia de 70%. En base a esto, llegaron a la conclusion

que existe un alto grado de exposicion en los tres tipos de carnes analizadas,
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los cuales se pueden considerar como alimentos de riesgo potencial para la

transmision de la infeccion.

En Venezuela se ha reportado que alrededor de 60 % de la poblacion
aparentemente sana, muestra infeccion toxoplasmica, y aproximadamente
entre 25 y 50% de las gestantes son seropositivas, observandose mayor
numero de casos en las mujeres que comprenden edades reproductivas
entre 16 y 25 anos (Maekelt, 2002; Guido y cols., 2003).

En el estado Aragua, especificamente en la comunidad El Vihedo,
Municipio Girardot, Aguiar y Borges (2007) determinaron que la prevalencia
de anticuerpos IgG anti-T. gondii corresponde a 49.8%, donde el mayor
porcentaje de casos positivos se presentan en los individuos entre 15 y 44
anos, y se estima que por cada dos mujeres seropositivas existe un hombre
seropositivo. Dichos resultados reflejan la gran atencidén sanitaria, social y
educativa que requiere la poblacidn, puesto que estan involucradas un gran
numero de mujeres que estan en su maxima etapa fértil (15- 30 afos), y en
caso de inmunosupresion durante el embarazo se puede producir una

toxoplasmosis congénita.

La toxoplasmosis congénita se manifiesta en un promedio de 1 por
cada 3.000 a 6.000 partos. En el caso de infeccion primaria durante la
gestacion, la placenta puede ser invadida por los taquizoitos y desde aqui
pasar al feto provocando lesiones necroticas en diferentes érganos. El riesgo
fetal se correlaciona con la edad gestacional, puesto que la infeccion es mas
frecuente en los ultimos meses del embarazo (80%) pero mas grave si ocurre

en el primer y segundo trimestre de la gestacion, presentandose abortos
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espontaneos, mortinato, hidrocefalia, retardo psico-motor-intelectual, ictericia,
calcificaciones intracerebrales y/o coriorretinitis (Soto, 1985; Euzéby, 1999;
Ledn de Bracho, 2001; Maekelt, 2002).

En el afio 2001, Ledn de Bracho y cols., realizaron una investigacion
denominada “Seroepidemiologia de la infeccion por T. gondii en
embarazadas” con el objetivo de determinar la frecuencia de anticuerpos
IgG e IgM anti-T. gondii en gestantes que acudieron a la consulta de control
prenatal en el Ambulatorio Urbano tipo Il de Belén del Municipio Libertador,
Parroquia Arias del Distrito Sanitario Mérida. Utilizaron el método de
Inmunofluorescencia Indirecta para determinar anticuerpos IgG y ELISA
para determinar IgM; resultando seropositivas para anticuerpos IgG anti-T.
gondii 65,57% de la poblacion estudiada, y solo 1 de las 61 mujeres
evaluadas (1,64%) presentd anticuerpos IgM. Ademas demostraron que no
existe diferencias estadisticamente significativas entre la infeccion por T.

gondii y el antecedente de abortos y cohabitacion con gatos.

Posteriormente Guido y cols. en el afio 2003 realizaron una
investigacion en primigestas del Ambulatorio Juan de Dios Holmquist,
Soledad, estado Anzoategui-Venezuela, con el proposito de determinar la
prevalencia de anticuerpos IgG e IgM anti-T. gondii en mujeres
embarazadas, empleando para ello la prueba inmunoenzimatica indirecta,
obteniéndose que 40,4% de las gestantes presentaban anticuerpos IgM
contra T. gondii y 50% anticuerpos IgG. Ademas este estudio demostré que
existe correlacion estadisticamente significativa entre los factores de riesgo
(convivencia con gatos y perros) y la presencia de la infeccion. Luego para el
afo 2006 Triolo y Traviezo determinaron la seroprevalencia de anticuerpos

anti-T. gondii en 446 gestantes provenientes de Cabudare y Agua Viva,
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estado Lara, Venezuela, mediante la técnica de Hemaglutinacidén Indirecta
encontrando que 38% de las mujeres embarazadas en estudio resultaron
positivas a la infeccidn, indicando una elevada prevalencia de toxoplasmosis

en las poblaciones analizadas.

Biologia de Toxoplasma gondii

Con respecto al agente etiolégico de la toxoplasmosis es un coccidio
conocido como Toxoplasma gondii, el cual pertenece al phylum
Aplicomplexa, clase Esporozoa y familia Sarcocystidae, describiéndose como
un protozoario que posee un complejo apical que le permite invadir las
células y ademas tiene la capacidad de multiplicarse tanto de forma sexual
como asexual. Se ha logrado aislar e identificar tres tipos de cepas
encontrandose que la cepa tipo Il es la responsable de la mayoria de los
casos de toxoplasmosis en humanos (Aguilar y cols., 1996; Dardé, 2004; Luis
y cols, 2007).

Este parasito se caracteriza por ser heteroxeno teniendo como
hospedador definitivo al felino (doméstico o silvestre) y como hospedador
intermediario a un amplio rango de especies (ovino, caprino, bovino, porcino,
equino, aves y humanos, entre otros); ademas hay vectores mecanicos,
como las cucarachas y las moscas, que se definen como hospedadores de
transporte y se encargan de dispersar por el medio ambiente los ooquistes
de éste parasito; el cual durante su ciclo de vida pasa por tres estadios de
desarrollo: a) taquizoito, forma activa de replicacion; b) bradizoito, es la
forma quiescente que permanece en los tejidos durante toda la vida, puede

reactivarse cuando se deteriora la inmunidad celular y causar graves danos;
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C) esporozoito, estan contenidos en el ooquiste, y comprende la forma

parasitaria infectante (Acha y Szyfres, 1986; Euzéby, 1999).

El gato doméstico se infecta con ooquistes que estan en el suelo,
alimentos o quistes tisulares presentes en las carnes de otros animales. Las
formas quiescentes del parasito sobreviven el paso por el estomago del
hospedador definitivo, liberdndose taquizoitos, los cuales infectan las células
epiteliales del intestino delgado; alli se reproducen sexualmente generando
millones de ooquistes no esporulados, que son excretados, a través de las
heces, al medio ambiente por un periodo breve de 3 a 15 dias, donde sufren
un proceso de esporulacion (formacion de dos esporoquistes y cuatro
esporozoitos en cada uno de ellos) de acuerdo a la temperatura y humedad,
y puede durar aproximadamente entre 24 y 48 horas; constituyéndose asi la

forma parasitaria infectante (Acha y Szyfres, 1986; Botero y Restrepo, 2003).

Los ooquistes esporulados permanecen viables en el medio ambiente
por varios meses e incluso por un ano, facilitandose asi la ingestion por parte
de los hospedadores intermediarios y definitivo; en los cuales ocurre la fase
asexual del parasito, pues entran a los macréfagos de la pared intestinal y
desde alli son distribuidos por la circulacion sanguinea y linfatica hacia una
gran variedad de tejidos, entre ellos: cerebro, ojos, corazén, musculos,
pulmén; donde persisten de por vida en forma de quistes y pueden
reactivarse en caso de inmunosupresion (Figura 1) (Euzéby, 1999; Botero y
Restrepo, 2003).

16
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Figura 1. Ciclo de vida de T. gondii.

Fuente: http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/gondii_2.html#Website5

Cuando el parasito penetra en el individuo invade a las células,
produciendo la infeccién por todo el organismo de forma rapida; en donde los
taquizoitos se reproducen intracelularmente, pasan de una célula a otra
causando la destruccidn de las mismas y produciendo lesiones necroticas en
los tejidos parasitados. Posteriormente, el huésped desarrolla una respuesta
inmunitaria, la proliferacion parasitaria disminuye y comienza a aparecer
bradizoitos enquistados en los tejidos. Los parasitos intracelulares forman su
propia pared y dan origen a los quistes, los cuales no tienen trascendencia
patolégica cuando estan intactos; pero cuando se produce la ruptura y
liberacidon de los bradizoitos puede desencadenar reacciones parasitologicas
en los tejidos hipersensibilizados. De acuerdo al érgano afectado durante la
infeccion aguda o reactivacion puede desarrollarse toxoplasmosis cerebral,

ocular, ganglionar, pulmonar y/o complicaciones a nivel hepatico y cardiaco
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como hepatitis, miocarditis y pericarditis (Maekelt, 2002; Atias y Thiermann,
1998; Botero y Restrepo, 2003).

En cuanto a los mecanismos de transmisién de la infeccién por T.
gondii viene dada por varias vias, entre ellas: la via oral, que incluye la
ingestidn de ooquistes esporulados en vegetales, agua, huevos de gallina,
leche, manos contaminadas con las materias fecales del gato parasitado o
por el consumo de quistes tisulares presentes en carnes crudas o mal
cocidas, especialmente de cerdo y ovejas; via transplacentaria, ocurre el
paso del parasito a través del tejido placentario durante la infeccion activa de
la madre en el embarazo; y poco frecuente es por transfusiones de sangre o
transplante, al recibir los parasitos o células y tejidos con T. gondii, por ello
se debe considerar realizar a los donantes la determinacion de anticuerpos
anti-T. gondii (Aparicio, 1978; Euzéby, 1999; Botero y Restrepo, 2003).

Tomando en cuenta las vias a través de las cuales se adquiere el
parasito es importante llevar a cabo un conjunto de medidas profilacticas que
eviten infectarse con T. gondii, entre las cuales se encuentran: congelar la
carne a -20°C (minimo por 24 horas) y consumirla bien cocida; no ingerir
huevos crudos; evitar tomar leche no pasteurizada; utilizar guantes durante
los labores de jardineria; lavarse las manos correctamente con agua y jabon
antes y después de manipular carne cruda, luego de estar en contacto con
tierra, plantas y jardines que puedan estar contaminados con heces de gatos.
En lo que respecta al aseo de las cajas de arena donde defecan los felinos
domeésticos deben desinfectarse todos los dias con agua caliente y cloro, y
evitar que personas inmunocomprometidas y embarazadas realicen dicha
labor. Estas ultimas deben realizarse un control inmunoldgico prenatal, que

consiste en un seguimiento seroldgico que se realiza en forma seriada cada
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tres meses hasta finalizar el embarazo, y comprende la determinacion de
anticuerpos anti-T. gondii, con el fin de detectar posibles seroconversiones y
aplicar tratamiento de inmediato (Goldsmith y Heyneman, 1995; Aguilar y
cols., 1996; Atias y Thiermann, 1998; Maekelt, 2002; Organizacion Mundial
de la Salud, 2005).

Actualmente, no es posible la aplicacion de las vacunas en el hombre
y sobre todo de las personas con riesgo. Sin embargo, hasta ahora se han
ensayado dos vacunas contra la toxoplasmosis TS-4 y T-263, a partir de
cepas mutantes de T. gondii; la primera induce inmunidad tisular durante la
primoinfeccion y provoca en el parasito una inhibicién genética para formar
bradizoitos y quistes, mientras la segunda (contiene una cepa de
Toxoplasma avirulenta) inmuniza 84 % de gatos contra la eliminacion de
ooquistes, es decir, evita la produccion de ooquistes. Cabe destacar que se
ha ensayado la vacuna para gatos y aun no es comercial pues sigue en fase

experimental (Atias y Thiermann, 1998; Euzéby, 1999; Mollinedo, s/f).

De acuerdo a los multiples y factibles mecanismos de transmision, a la
variedad de hospedadores en que se encuentra T. gondii, la ausencia de un
tratamiento que elimine el parasito y a las graves consecuencias que genera
la toxoplasmosis en la reproduccion animal y humana, es importante su
diagndstico, el cual desde el punto de vista clinico y parasitologico no es facil,
pues se hace dificil demostrar el agente etiologico y establecer la relacion
entre infeccion y enfermedad, entendiéndose como infeccion la presencia del
parasito sin causar dafio al individuo, mientras que la enfermedad se debe a
la manifestaciéon de la parasitosis mediante la presencia de sintomas y signos

que refieren afectacion de uno o varios 6rganos.
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Diagnostico

Generalmente el diagndstico se fundamenta en los signos clinicos y en
los resultados de los estudios serolégicos basados en la deteccion de
anticuerpos anti-T.gondii, empledandose comunmente la técnica de
hemaglutinacion indirecta, ya que es un método facil de realizar, de bajo
costo y existe amplia disponibilidad de los reactivos. Sin embargo existen
otras técnicas como ELISA que tiene una elevada sensibilidad vy
especificidad, la reaccion de Sabin y Feldman (RSF) (actualmente sélo se
considera como prueba de referencia), la Reaccion de Inmunofluorescencia
Indirecta (RIAF o IFI), Intradermoreaccién, la prueba ISAGA, Western-Blot,
entre otras (Atias y Thiermann, 1998; Maekelt, 2002; Botero y Restrepo,
2003; Organizacion Mundial de la Salud, 2005; Luis y cols., 2007).

Con respecto a las pruebas que se basan en la demostracion directa
del parasito se utilizan con poca frecuencia y se llevan a cabo mediante la
visualizacion microscopica de muestras al fresco, frotis y cortes
histopatolégicos, aislamiento a través de la inoculacion experimental en
ratones, cultivos de tejidos, o por la deteccidon de antigenos o ADN con la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Atias y Thiermann, 1998; Maekelt,
2002; Botero y Restrepo, 2003).

Considerando todos los aspectos expuestos anteriormente, la
presente investigacidon tiene como objetivo determinar la seroprevalencia de
la infeccion por T. gondii en estudiantes femeninas de la Universidad de
Carabobo, Sede Aragua (UCSA), puesto que un alto porcentaje de la
poblacién estudiantil estd constituida por mujeres en etapa de mayor
fertilidad, por lo cual se pretende dar a conocer a cada estudiante su
condicion seroloégica frente al parasito para asi prevenir la infeccion y

disminuir el numero de casos de toxoplasmosis congénita. Al igual se busca
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la actualizacion de datos estadisticos de infeccion por T. gondii y la
concientizacion tanto en la poblacion como en el personal de Ciencias de la
Salud de la importancia de esta enfermedad en cuanto a las patologias,

transmision y prevencion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer la seroprevalencia de infeccion por Toxoplasma gondii en
estudiantes femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua-
20009.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de anticuerpos anti-T. gondii, en estudiantes

femeninas de la UCSA, en el periodo 2009.

e |dentificar los factores de riesgo predisponentes a la infeccién por T. gondii

en la muestra de estudio.

e Correlacionar la seropositividad de la infeccion con los factores de riesgo.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra

Para la realizacion de este estudio se llevo a cabo una investigacion
descriptiva de corte transversal, para lo cual fueron procesadas 255 muestras
de suero de estudiantes femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede
Aragua, quienes asistieron voluntariamente a la Jornada de despistaje de
Toxoplasmosis realizada en el Pasillo Central de la UCSA del 17 al 20 de
febrero del afio 2009.

Técnica e instrumento de recolecciéon de datos

Todas las estudiantes que formaron parte de la muestra firmaron un
consentimiento informado (Anexo A), el cual contempla la aceptacion de la
estudiante para actuar como participante voluntario en esta investigacion y
ademas compromete a los responsables de este estudio a entregar los

resultados y no usar sus muestras para otro tipo de analisis.

Posteriormente se realizé un interrogatorio directo, empleando como
instrumento de recoleccién de datos una encuesta (Anexo B), que contiene
una serie de preguntas de items cerrados (dicotémicas) y varias alternativas
precodificadas de seleccion multiple, las cuales permitieron determinar los
diferentes factores de riesgo que contribuyen con la transmision del parasito

y la prevalencia de la infeccién.



Procedimiento experimental
Recoleccién de muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas asépticamente por puncion
venosa con jeringas de 5 mL, se colocaron en un tubo de ensayo sin
anticoagulante, se dejaron coagular a temperatura ambiente y luego se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se transvaso el
suero a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se conservo la muestra a -20°C hasta
su procesamiento en el Laboratorio de Inmunoparasitologia del
Departamento de Parasitologia de la Escuela de Medicina Dr. Wiltremundo
Torrealba de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua.

A cada suero se le determind la presencia de anticuerpos anti- T.
gondii, mediante la prueba de Hemaglutinacion Indirecta (HAI) empleando el

kit comercial Toxotest HAI de Laboratorio Wiener (Anexo C).

Fundamento de latécnica de Hemaglutinacion Indirecta anti-T. gondii

Se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos anti-T.gondii de
aglutinar eritrocitos estabilizados y sensibilizados con antigenos solubles del
parasito. Si el suero a examinar contiene anticuerpos contra T. gondii se
observan patrones de sedimentacion caracteristicos en el fondo de los
pocillos de la microplaca, formandose una especie de manto o tapiz de
glébulos rojos; por el contrario si el paciente no presenta anticuerpos contra
el protozoario, la reaccidn es negativa visualizandose la formacién de un
boton de eritrocitos. El titulo de anticuerpos es la maxima dilucion hasta
donde se observe un patron de hemaglutinaciéon positivo. Se consideran
presumiblemente parasitados aquellos individuos cuyos sueros son reactivos
en diluciones mayores o iguales a 1/16.
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Procedimiento de la técnica de Hemaglutinacion Indirecta anti-T. gondii

Inicialmente se dispensd 25 uylL de diluyente en los pocillos de la placa
de microtitulacién. Posteriormente se agregd 25 uL del suero del paciente en
el pocillo N2 1 (diluciébn %2), mezclando varias veces se transfirié 25 uylL al
pocillo N2 2, y asi sucesivamente hasta llegar al pocillo N2 10 (dilucion
1/1024), descartandose de este 25 uylL. Seguidamente se anadié 25 ulL de
glébulos rojos no sensibilizados en los pocillos N2 1y 2, y 25 uL de glébulos
rojos sensibilizados con antigenos de T. gondii en los pocillos restantes. Se
mezclé aplicando suaves golpes en los laterales de la placa de
microtitulacién, y se dejé en reposo a resguardo de vibraciones durante 90
minutos a temperatura ambiente. Al transcurrir dicho tiempo se realizo la
lectura del patron de sedimentacion de los glébulos rojos, encontrandose que
el titulo de anticuerpos fue la maxima diluciéon hasta donde se observd un

patrén de hemaglutinacion positivo.

Aquellos pacientes cuyo control de heterofilia resulté positivo se
realizé una absorcidon de anticuerpos heterdfilos, la cual consistiéo en agregar
100 uL de glébulos rojos no sensibilizados y 100 uL del suero en un tubo de
ensayo, se incubo a 37°C durante 30 minutos en bafio de maria; transcurrido
el tiempo se procedié a centrifugar la suspensién a 2000 r.p.m. durante 5
minutos. Posteriormente se tomaron 50 uylL de sobrenadante y 50 uyL de
glébulos rojos sensibilizados, se dejé en reposo 90 minutos para su posterior
lectura; observandose un boton en el fondo del pocillo en los sueros que
poseian anticuerpos heterofilos y un manto en los pocillos positivos a la
infeccion toxoplasmica. A estos ultimos se les practicO6 nuevamente el
procedimiento de Hemaglutinacion Indirecta para asi determinar el titulo de

anticuerpos anti-T. gondii que presentaba el paciente.
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Con respecto a la determinacién indirecta de los anticuerpos IgM, se le
realizé tratamiento con 2-Mercaptoetanol (2-ME) aquellos sueros con titulo
superior a 1/16; se colocaron 50 uL de suero con 50 uyL de 2-ME en la
columna N2 1 de la placa de microtitulaciéon, se incub6 a 37 °C en bafio de
maria durante 45 minutos. Al transcurrir dicho tiempo se procedié a dispensar
25 uL de diluyente y se realizd la dilucion de la muestra hasta el pocillo
correspondiente a su titulo de anticuerpos totales; seguidamente se
agregaron 25 uL de globulos rojos sensibilizados y posteriormente se dejo
reposar 90 minutos a temperatura ambiente para luego realizar la lectura,
considerando la presencia de IgM en aquellos sueros que mostraron una

disminucion de dos titulos con respecto al determinado inicialmente.

ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos de las estudiantes participantes en el estudio
fueron registrados en una base de datos realizada en Microsoft Office Access
2003 para la posterior elaboracion de las tablas de contingencia 2x2 en el
programa estadistico SPSS versidon 17, cuya informacion fue analizada
seguidamente por el programa Statxact version 8.0 para Windows,
aplicdndose con un nivel de confianza de 95% la prueba de chi cuadrado, a
través de la cual se establecio la relacion entre los diferentes factores de
riesgo que contribuyen con la transmision del parasito y la prevalencia de la
infeccion, considerando que un valor de p < 0,05 indica significancia

estadistica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se determind la seroprevalencia de anticuerpos
anti-T. gondii en estudiantes femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede
Aragua, encontrdndose que 40 de 255 sueros analizados presentaron
anticuerpos dirigidos contra T. gondii, lo cual representa 15,7% de la muestra
estudiada (Ver figura 2). Este valor constituye una prevalencia relativamente
inferior con respecto a la reportada por otros estudios realizados en
Venezuela, entre ellos se destaca la investigacion desarrollada por Triolo y
Traviezo en el ano 2006, en gestantes provenientes de Cabudare y Agua
Viva, estado Lara; donde estimaron que 38% de las mujeres embarazadas

en estudio resultaron positivas a la infeccion por T. gondii.

En el ambito internacional un estudio similar llevado a cabo por
Trabattoni y cols. (2008), en Argentina en alumnos de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional del Litoral, Esperanza, encontraron que 26,35%
de los estudiantes presentaban anticuerpos anti-T. gondii; coincidiendo asi
con la baja prevalencia arrojada por esta investigacion, ya que la poblacion
en estudio corresponde a individuos jovenes, cuya condicion posiblemente
disminuye la probabilidad que hayan estado en contacto con el parasito, lo
cual concuerda con lo expuesto por Diaz y cols. (2001), Triolo y Traviezo
(2006) y Aguiar y Borges (2007), quienes afirman que la prevalencia aumenta
con la edad como resultado de la exposicion continua al riesgo de infeccion,

actuando como factores directamente proporcionales.
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Figura 2. Seroprevalencia de infeccion por T. gondii en estudiantes

femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua 2009.

La prevalencia de esta investigacion se determind a través de la
técnica de Hemaglutinaciéon indirecta, considerandose infectados aquellos
individuos cuyos sueros fueron reactivos en diluciones mayores o iguales a

1/16, de acuerdo a lo establecido en la literatura del kit comercial empleado.

La distribucion de titulos de anticuerpos anti-T. gondii en las
estudiantes de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua se representa en la
figura 3, observandose titulos entre 1/16 y 1/4096. Los titulos de mayor
frecuencia fueron 1/128 y 1/256, correspondiendo a 25 y 27,5%,
respectivamente; a diferencia de otros estudios, como el realizado por Diaz y
cols. (2001) quienes obtuvieron mayor numero de sueros positivos en
diluciones 1/64 y 1/128, mientras que Alvarez y cols. (2003) encontraron
mayor prevalencia en el titulo 1/512 y Aguiar y Borges (2007) en los titulos
1/32y 1/64.
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Con respecto al significado del valor del titulo de anticuerpos anti-T.
gondii, estudios anteriores refieren que titulos mayores o iguales a 1/1024
son indicadores de infeccion reciente, multiplicacion persistente del parasito o
reinfeccidn, mientras que 1/256 y 1/512 pueden representar infecciones
pasadas, y titulos de 1/64 y 1/128 son de importancia clinica cuestionable
utilizados para propésitos de diagnostico; también pueden constituir
infecciones muy recientes o pasadas con anticuerpos en descenso (Diaz y
cols. 2001; Botero y Restrepo, 2003; Triolo y Traviezo, 2006; Aguiar y
Borges, 2007).

Sin embargo Maekelt en el afio 2002, manifiesta que los titulos de
anticuerpos no permiten conclusiones acerca de la actividad del proceso
infeccioso, pues titulos altos pueden encontrarse en pacientes infectados sin
manifestaciones clinicas; excepto si se determina un aumento significativo
del titulo de anticuerpos entre dos muestras de suero separadas por tres o

cuatro semanas, lo cual indicara infeccion aguda.
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Figura 3. Distribucion de titulos de Anticuerpos anti-T. gondii en

estudiantes femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua 2009.
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En la figura 4 se aprecia la prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii
segun el tipo de inmunoglobulina, observandose que 10% de los pacientes
seropositivos presentaron IgM, correspondiendo a 4 estudiantes de las 40
analizadas, mientras que las 36 restantes mostraron IgG, lo cual representa
90%, cuyos valores no se asemejan a los obtenidos por Alvarez y cols., en el
afo 2003, quienes determinaron que la prevalencia de IgM en una

comunidad rural del Estado Truijillo, fue 80%.

Los anticuerpos IgM han sido considerados como marcador de la fase
aguda de la infeccion, encontrandose que disminuye su concentracidon
progresivamente en unos cuatro meses; sin embargo se ha evidenciado que
en algunos pacientes que alcanzan titulos muy elevados estas
inmunoglobulinas pueden permanecer detectables durante varios meses o
incluso anos después de producida la infeccidén primaria. En base a esto se
puede deducir que la ausencia de IgM descarta infeccidn reciente y la
presencia en inmunosuprimidos y gestantes implica la necesidad de
proseguir su estudio clinico y evaluacion seroldgica, y de acuerdo a esto el

médico indicara el tratamiento profilactico respectivo (Sierra y cols., s/f).

Por el contrario los anticuerpos IgG implican que el paciente estuvo en
contacto con el parasito en algun momento de su vida. Durante la infeccidn
aguda o relativamente reciente puede acompanarse con titulos elevados y
existe la evidencia de la seroconversion o de un aumento significativo de
dicho titulo de IgG entre dos muestras seriadas. Esta inmunoglobulina
también tiene valor en pacientes con inmunodeficiencia grave y en
embarazadas para la identificacion de seropositivos y discriminacion de

individuos seronegativos (Sierra y cols., s/f).
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Figura 4. Prevalencia de Anticuerpos anti-T. gondi segun el tipo de
inmunoglobulina en las estudiantes de la Universidad de Carabobo,
Sede Aragua 20009.

En cuanto a los mecanismos de transmisién de la infeccién por T.
gondii, se encuentra involucrado la ingestion de ooquistes esporulados a
través del agua. En el presente estudio se determind que la mayoria de las
estudiantes analizadas consumen agua previamente tratada, ya sea potable,
hervida o filtrada, lo cual disminuye el riesgo de infeccién por T. gondii y se
evidencia a través de la baja prevalencia (15,7%) obtenida en la investigacion
(Ver figura 5).

Al aplicar la prueba de chi cuadrado no se observd diferencia
estadisticamente significativa (p= 0,25) entre la presencia de anticuerposanti-
T. gondii y el tipo de agua de consumo; lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Lopez y cols. en el afno 2005, quienes determinaron que existe
independencia entre el consumo de agua no tratada y la presencia de la
infeccion del parasito en estudio, revelando que el beber agua de botella o

botellon es un factor protector de adquirir el protozoario.
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Agua de Consumo

Figura 5. Asociacion del tipo de agua de consumo con el riesgo de
adquirir lainfeccion por T. gondii.

En la figura 6 se hace referencia a otro mecanismo de transmision
como lo es el consumo de quistes tisulares presentes en la carne cruda o mal
cocida, considerando que el consumo de carne a medio cocer 0 no cocida es
un factor predisponente para adquirir el parasito, de acuerdo a los resultados
obtenidos por Lépez y cols. (2005), Aguiar y Borges (2007), determinaron
que si existe significancia entre el grado de coccién de la carne y la infeccidon
por T. gondii, lo cual se contradice con los resultados obtenidos en esta

investigacion, encontrandose que estadisticamente no existe diferencia
significativa (p= 0,71).
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Figura 6. Asociacion de la coccion de la carne con el riesgo de adquirir
la infeccidn por T. gondii.

Con respecto al consumo de carne de cerdo se evidencia que el
mayor porcentaje de las estudiantes, tanto seropositivas como seronegativas,
algunas veces comen este tipo de carne. Al aplicar la prueba de chi cuadrado
se observo independencia estadistica (p=0,55) entre la presencia de

anticuerpos anti-T. gondii y el consumo de carne porcina (Ver figura 7).
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Figura 7. Asociaciéon del consumo de carne de cerdo con el riesgo de

adquirir lainfeccion por T. gondii.

En la figura 8 se aprecia la distribucion de las estudiantes de acuerdo
al consumo de carne de ovejo, encontrandose que la mayoria de las
pacientes seronegativas (53%) no consumen carne de ovino a diferencia de
las pacientes que presentan la infeccion donde la mayor parte de las mismas
(63%) si han consumido este tipo de carne. A través de la prueba de chi
cuadrado se evidencia que existe correlacion significativa (p=0,04) entre el

consumo de carne de ovejo y la presencia de la infeccidén por T. gondii.
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Figura 8. Asociacién del consumo de carne de ovino con el riesgo de

adquirir lainfeccién por T. gondii.

También se considera un mecanismo de transmision la ingestion de
ooquistes esporulados por medio de alimentos e inclusive a través de las
manos contaminadas con heces de gatos infectados con T. gondii, de alli
radica la importancia de tomar en cuenta y ejecutar las medidas higiénicas
necesarias para evitar adquirir la infeccién, como lavar bien los alimentos y
lavar bien las manos antes de comer; siendo estas medidas profilacticas
llevadas a cabo por la mayoria de las estudiantes analizadas en esta
investigacion , disminuyendo asi la prevalencia de la infeccion por T. gondii
(Ver figura 9).
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Figura 9. Asociacién del lavado de manos y alimentos con el riesgo de
adquirir lainfeccién por T. gondii.

Otro factor de riesgo involucrado en la transmisién de la infeccidén por
T. gondii es la convivencia con gatos, ya que este es el hospedador
definitivo, lo cual coincide con los resultados arrojados en los estudios
realizado por Lopez y cols. (2005) y Aguiar y Borges (2007), manifestando
gue existe asociacion positiva entre la convivencia con gatos y la presencia
de anticuerpos anti- T. gondii. A su vez, esto se contradice con los resultados
obtenidos en esta investigacion (p=0,23) y en otros estudios como los
desarrollados en el afno 2001 por Ledén de Bracho y cols., Diaz y cols.,
determinando que existe independencia entre serologia positiva para T.

gondii y la cohabitacion con gatos (Ver figura 10).
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Figura 10. Asociacion de la convivencia con gatos antes y el riesgo

de adquirir la infeccion por T. gondii.
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1.

CONCLUSIONES

La prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en 255 estudiantes
femeninas de la Universidad de Carabobo, Sede Aragua en el afio 2009
fue de 15,7% empleando la técnica de Hemaglutinacién Indirecta, lo cual
indica que existe una baja prevalencia en la poblacion de estudiantes

analizadas.

Los sueros de las pacientes seropositivas mostraron titulos comprendidos
entre 1/16 y 1/4096, siendo los de mayor frecuencia 1/128 y 1/256
representando 25 y 27,5% respectivamente, asociandose con infecciones

pasadas.

De acuerdo al tipo de inmunoglobulina involucrada en las 40 estudiantes
seropositivas, se determind que 10% presentaban anticuerpos IgM,

mientras que las restantes (90%) mostraron IgG.

Por medio de la Prueba de chi cuadrado se determind una asociacion
estadisticamente significativa entre el consumo de carne de ovino y la

presencia de la infeccién.
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RECOMENDACIONES

- Reportar a las autoridades de salud competentes los hallazgos serologicos
encontrados en este estudio, contribuyendo asi con cifras estadisticas
oficiales acerca de esta parasitosis, la cual representa un problema de salud

en la poblacién general.

- Se sugiere a las pacientes que resultaron seropositivas realizarse la
determinacién de anticuerpos IgM anti-T. gondii mediante la técnica de
ELISA al momento de planificar un embarazo y/o al tener conocimiento de su
estado de gravidez, con la finalidad de identificar si existe una reactivacion
de la infeccidn y asi llevar a cabo las medidas preventivas necesarias para

evitar una toxoplasmosis congénita.

- Realizar en mujeres embarazadas un control inmunoldgico prenatal, que
consiste en un seguimiento serolégico que se realiza en forma seriada cada
tres meses hasta finalizar el embarazo, con el fin de detectar posibles

seroconversiones y aplicar tratamiento de inmediato.

- En el caso de las estudiantes que no presentaron anticuerpos anti-T. gondii
se le sugiere aplicar las medidas profilacticas correspondientes para la

prevencion de esta parasitosis.
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- Un mecanismo de transmision de la infeccién es a través de transfusiones
sanguineas y transplante de 6rganos, por lo cual se recomienda realizar a los

donantes la determinacion de anticuerpos anti-T. gondii.

- Extender estudios similares a este a otros grupos de interés médico
sanitario, como por ejemplo, pacientes inmunosuprimidos y en comunidades

de escasos recursos econdmicos y deficiente saneamiento ambiental.
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ANEXO A

Universidad de Carabobo
Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela de Bioanalisis
Sede Aragua
Departamento de Parasitologia

SEROPREVALENCIA DE INFECCION POR TOXOPLASMA GONDII EN
ESTUDIANTES FEMENINAS DE LA UNIVERSIDAD DE CARABOBO,
SEDE ARAGUA-2009

Consentimiento informado

Yo, , mayor de edad, titular de la Cédula

de ldentidad N2 , autorizo a las bachilleres Lucianna Vaccaro y

Berenice Villegas para realizar una obtencion de muestra sanguinea y
posterior analisis en el laboratorio, cuyos resultados seran utilizados en el
estudio titulado “SEROPREVALENCIA DE INFECCION POR Toxoplasma
gondii EN ESTUDIANTES FEMENINAS DE LA UNIVERSIDAD DE
CARABOBO, SEDE ARAGUA-2009” coordinado por el prof. José
Fernandez, titular de la Cédula de Identidad N2 9.825.002, cuya finalidad y
procedimientos a emplear en dicho trabajo de investigacion me fueron
explicados.

Asi mismo tengo conocimiento que toda informacion aportada por mi persona
sera utilizada de manera anonima y la muestra no va ser usada para otros

estudios.

Conforme:

Firma
C.l.

Fecha:
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ANEXO B

ENCUESTA

e Finalidad del presente estudio: Determinar la seroprevalencia de
infeccion por Toxoplasma gondii en estudiantes femeninas de la Universidad
de Carabobo, Sede Aragua, y establecer la relacion entre los factores de
riesgo mas relevantes y la infeccion por dicho parasito.

e Solicitud: Se requiere que sus respuestas sean sinceras, ya que de las
mismas dependera el éxito de la interpretacion estadistica y diseminacion de
resultados confiables que aporten informacion veraz y valedera.

e Instituciones que realizan la investigacion: Un requisito de pre-grado
para las bachilleres Lucianna Vaccaro y Berenice Villegas de la Universidad
de Carabobo, Facultad de Ciencias de la Salud, Sede Aragua.

e Instructivo: La presente encuesta se realizara mediante la técnica del
interrogatorio directo con items cerrados y varias alternativas.

Marcar con una “X” la opcion correspondiente a la respuesta suministrada

por el paciente.

Nombres y Apellidos:

Cédula de Identidad:

Edad: anos
Teléfono: Celular:
Embarazo: Si No Tiempo de gestacion:

a7



E r i moarafi

Direccion:

Municipio:
Estado:

Estudia:
Administraciéon Contaduria

Bioanalisis Enfermeria Medicina

Realiza oficios del hogar:

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca
Factores alimenticios e higiénicos:

Procedencia del agua de consumo:

Potable Hervida Filtrada De grifo Otros

Frecuencia de consumo de carne:

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

Coccién delacarne
Cruda Término medio Bien cocida
¢Consume carne de bovino?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

cConsume carne de cerdo?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca



¢cConsume carne de ovino?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

cConsume carne de aves?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢Usted prueba la carne antes de cocinarla?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢cUsted consume huevos crudos?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢Usted consume leche de vaca no pasteurizada?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢Usted consume leche de oveja no pasteurizada?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢ Usted consume comidas rapidas?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢cUsted lava los alimentos antes de consumirlos?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢cUsted se lava las manos antes de comer?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca

¢Usted come en restaurantes?

Siempre Frecuentemente Algunas veces Nunca
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Otros factores

¢Usted tiene gato en su vivienda?
Si No

¢ Usted tiene perro en su vivienda?
Si No

¢En su vivienda hay cucarachas?
Si No

¢En su vivienda hay ratones?
Si No

¢ Usted realiza labores de jardineria?

Siempre Frecuentemente Algunas veces
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ANEXO C

Toxotest

HAI

Prueba de hemaglutinacién indirecta [HAI) para [ de-
teccién de anticuerpos contra of Toxoplasma gondii

o berigna y asintomdtics dol hambed y do b animalos, cuyo
Bt 0BokgE0 €5 of Tarcplasmus gonds, parisio ntracel:
L oo oa datnbilaln mundal
Cunnda ia infeceida par T gonds so adaquitro durinis i pos-
tpeadn, eiiEto Ln Ao riesge doe infeesida on el i, pudendo
provori Ao O ReSonas QRIS Qud 50N MAs sivers Sty
mds procas 300 ln contaminasion matema

Likh clatermenboonis Setoligicas 100 LS muis comennies
y corlaras para of cRagnistico do la louoplasmosis y dbba
esinblocorse; a) L soroconrsson do nogathve a postve, B)
0 aumento an of o do anboudipos ¥ €) La pressnca do
I ospecifica que indcana nfecodn Actvi

FUNDAMENTOS DEL METODO
Toxotest HAI 5 basa en la propeedag Guo Lensh 163 sab-
cudpos ank-T, gonds de produce AQRENKCIST & IMEKEN-a
o ghibukas rojos sonsibiizados con antigencs cloplasmit.
sy iy miprmbenay ol parfaie BN omolod de ambos tipes
o gremanly ki Sordleldad 4ol mibindd e
Wha-.r codn procor oo b feccitn, Tanio L presehcia
o anticuerpos hterdBios coma la aparcsdn do IgM, canaie:
risticns del pariodo aguda de L parasioas. S0 mestgan om
ploando tratimionia con 2-mercapiontancd (2-ME) y eritnog:
108 no sensiblizados para conbrol y atrsorcde oo hotgnfits
Loa anicuerpos holordiios so shaorbin con oGS nd
sersiiizacos. En ks suoros di pACHNnies oo inlecsin agu-
it tratadonoon 2-ME, 50 observ urna caida del tituly on por
o menos dos deucionds ComPandos oonlos nmwm
&n tralar con 2-ME

REACTIVOS PROVISTOS

Reconstituyente HAL solucién lisioldgica tmponady apH 7.
Antigeno HAR lolizac do gitby ..:owmwmmm
bizadas con anliganas CRCpLLMALIOS § 0 Supetics 4T

Qon_

GR no sensibilizados: suspansitn ol 1% do orftrociios de
CRING NO Sinslhzados, para conliol y absotodn do hele-
tofila

Burtfor HAJ: solucién fraicidga tampdandda eon fosfates a pH
7.5, con cobprantt mgrio,

Soluchkin Proleica: soluciin o6 albumina bava
2-Mercaplontancd: ampola conderands 2-moercaphodtandd (2:
KE]),

Controd Posithve: suoro inactvisds contininds AnCuipos
contra ol Toxoplasma gonds,

Control Negative: suero nd roacig, inacivada,

REACTIVOS NO PROVISTOS

Sepita TiaoSgu

INSTRUCCIONES PARASUUSD
Antigeng HAL prepamr con 5.2 mi do ReconsSiuypants AT Es-
porar wnd hora ardes oo VAR Ao sandd endrpcamanto cada 20
irS DAME PRV LN COmocta nehadratacain dod 10actw
Cada ver quo S0 empion homogendizar mbiinio 50N,
GR no sensibiizados: homoneneizar medants apiacn an-
o5 0o usar. evdiando la formacion g ospuma
Diluyente de Sueros HAL agrogar 0.2 mi de Solusdn Pro-
teea cadk 10 mi do Bufter HAL Mozclar, rotular y fechar,
2-Mercaplostancl: una ver ablérla b ampDila, Pasvassr ol
contbnaa al lrasco vach provisio. of Gue 50 doborl laparn-
MarEAtAmenie 005puis O usar,
2-Mercaptostancl al 1%: con ¢l 2-ME prowisto, peapans una
dduidn 1/100 con soluciin Esicidgics en cantidad suficionte
oo acverds ol ndmer de pocifios qua 50 vileen. Elminio:
pasa 88 pocfas 25 ul dd 2-ME 602 5 mi da anlusn Bpanlh-

1t
Conlioles Posltivo y Negativa: ksios para usar.

PRECAUCIONES

- Todas Lag muesins do packinies deben manipulares coms
i tuoran capacis do transmitir infpesida, Lod contiolis 56
dncuoniran inactvados. S embargpd, daben dmpliasa
cormia 42 28 iratara oo matenal Alecing

« Los sudos controles han sdoexamnades para antiond dé
superico do hopattis B (HBaAg) yvinus o fmunodohast.
£ humana (HIV) enconirbnckoss mo mactved.
« Tooos los maloriaks emploades on o ensayg deben S0+
dersinusdos o B da nsogurar L nactivisiadn do agnbEs pald-
gnos, Bl método recomindado pan oste procedimagntd
0% auttciavar cherania 1 hora a 121°C, Lo iguadas d cissd-
cho pueden Sof SeSnlociAtos 60N Repocionto da 3083 (on-
cinlracdn nal 5%) durante pot kyMenos 60 minutos,

- N insercamBiar reactvos de ditintos equpon y e
- No-amploas reactyvos de oy 6ngdh
m:ea-rmm,,\ a2 usd diagndatico "in vitrg®,

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE

ALACENAMIENTD

Reaclivos Provistos: son ostablos on rotrigorader (2410°C)
hasta b focha do venomiento indcada en Lo caja. No congoisr,
Diluyente de Sueros HAL o5 catbio on roligoedador (2-10°C)
5 gias a panr da b lacha do zu prirparacbn

GA no sensibllizados: mantond: i potdadn wiitcal
2-Mercapioetanol al 1%: usar inmodatamonte despuds do
frofaarina.
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Antigeno HAL: Una vez reconsiuido es estable quranie 4
meses conservado en refrigerador (2-10°C). No congelar. Man-
tener en posicion vertical.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS '

Cuando el Control Negativo y todas las diluciones de sueros
son reactivas, puede ser indicio de autoaglutinacion del Anti-
geno HAL Verificar destinando un pocillo de la policubeta para
mezclar Antigeno HAl y Diluyente de Sueros HA, sin la mues-
tra. Si aln en este caso se observa aglutinacién, el reactivo
estard deteriorado. Desechar,

y Control Positivo, puede ser indicio de deterioro de los reac-
tivos. Procesar una muestra con positividad conocida.

MUESTRA

Suero s

a) Recoleccion: el paciente debe estar preferentemente en
ayunas. Obtener suero de la manera usual. No usar plasma.
|b) Aditivos: no se requieren. No agregar conservadores.

¢) Sustancias interferentes conocidas: hemdlisis o hiperlipe-
mia (con quilomicronemia) son causa de resultados erroneos.
d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el sue-
ro debe ser preferentemente fresco, En caso de no procesar-
se en el momento, puede conservarse en refrigerador (2-10°C)
durante no mas de 72-96 horas contadas a partir del momen-
to de la extraccion. Para periodos mas prolongados de con-
servacion, congelar (a -20°C) evitando reiterar descongelamien-
tos y congelamientos. :

Los sueros envejecidos tienden a gelificarse al'contacto con
el 2-ME, provocando resultados falsos positivos.

|MATERIAL REQUERIDO

1- Provisto

- 1 frasco vacio (para trasvasar el 2-ME de la ampolla)

- 5 policubetas con 96 pocillos de fondo en U (8 hileras y 12
columnas)

- espatulas-gotero plasticas descartables

2- No provisto

- microdilutores (25 ul)

- microgoteros (25 ul)

- tubos de ensayo y material volumétrico adecuado
- cinta adhesiva

PROCEDIMIENTO

Seleccionar una policubeta con pocillos sin usar de fondo
en U. Pasar untrapo hiimedo por la base de la policubeta
antes de usar, colocarla en forma apaisada sobre el trapo
y realizar el ensayo manteniéndola en esta posicién. Ver
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO,

I- TITULACION SIN 2-ME
1) Con microgotero de 25 ul, colocar una gota de Dilu-
yente de Sueros HAI en todos los pocillos a usar de la
policubeta. ‘
2) Tomar una alicuota de cada suero o controles a en-

La ausencia de reactividad en todas las diluciones de sueros

sayar con microdilutores de 25 ul (uno para cada mues-
tra) y colocar en los pocillos de la columna 1. Se utiliza-
rén tantas hileras horizontales como'sueros o controles
deban procesarse.

3) Realizar diluciones a partir de la columna 1 (dilucién
1/2), pasando los microdilutores a la columna 2 (dilu-
cién 1/4) y asi sucesivamente hasta la columna 6 (dilu-
cién 1/64).

Si se procesaran mas de 8 sueros, se utilizaran las
columnas 7 a 12, realizando las diluciones de la mane-
ra antes descripta.

4) Colocar en las columnas 1 y 2 (diluciones 1/2 y 1/4)
una gota (25 ul) de GR no sensibilizados, para control
de heterofilia. Hacer lo mismo en las columnas 7 y 8 en
caso de ser empleadas.

5) En el resto de los pocillos, agregar una gota (25 ul)
de Antigeno HAI.

6) Agitar la policubeta golpeando con los dedos en las
paredes laterales, durante 30 segundos por lo menos.
7) Dejar en reposo, al resguardo de vibraciones, durante
90 minutos.

8) A partir de los 90 minutos, leer.

Se puede aumentar la nitidez de la imagen, leyendo
sobre un espejo, iluminando la placa desde arriba e in-
terponiendo un papel blanco y traslicido entre la policu-
beta y la fuente de luz.

- TITULACION CON 2-ME
1) Colocar una gota de suero o controles en cada uno
de los pocillos de la columna 1 (y 7 si es necesario},
empleando espatulas-gotero descariables (una por cada
suero) en posicion vertical. .
2) Agregar una gota de 2-Mercaptoetanol al 1% a los mis-
mos pocillos, utilizando una espatula-gotero descartable,
3) Sellar los pocillos con cinta adhesiva y agitar la policu-
beta golpeando con los dedos en las paredes laterales.
4) Incubar 30-60 minutos a 37°C o 90 minutos a tempe-
ratura ambiente.
5) Retirar la cinta adhesiva, pasar un trapo himedo por
la base de la policubeta y, con microgotero de 25 ul,
colocar una gota de Diluyente de Suero HAl enlos poci-
llos restantes de las hileras utilizadas.
6) Realizar los pasos 3 al 8 descriptos en la Titulacién |,

lll- TECNICAS ALTERNATIVAS
Cuando se estudian sueros altamente reactivos o en
caso de poblaciones con una elevada prevalencia de
toxoplasmosis donde habitualmente se encuentran titu-
los superiores a 1/32 pueden emplearse algunas de las
siguientes técnicas alternativas:

Técnica alternativa 1:
Continuar con las diluciones hasta la columna 12 inclu-
sive con lo que se obtiene una dilucion final de 1/4.096,

Técnica alternativa 2:

Colocar en un tubo “ad-hoc” 50 ul de suero y 350 ul de
Diluyente de Sueros HAI (dilucién 1/8). Tomar 25 ul de
esta dilucion y colocarla en la columna 1 de la policube-
ta. Proseguir segun se describe en |, hasta la columna
6. De esta forma se obtiene una dilucion final de 1/512.

52




R

IV-ABSORCION SOBRE GLOBULOS ROJOS NO
SENSIBILIZADOS
En sueros que presenten heterofilia los anticuerpos he-
teréfilos pueden absorberse sobre GR no sensibilizados
de la siguiente forma: en un tubo de hemdlisis con tapén
colocar 50 ul de GR no sensibilizados provistos + 50 ul
de suero en ensayo. Dejar la suspension durante 30 mi-
nutos a 37°C agitando de tanto en tanto. Luego centrifu-
gara 2.000 r.p.m. durante 5 minutos. Del sobrenadanie
se toman 50 ul y se emplea coma dilucion 1/2, colocén-
dola en la primera columna. Si se emplea en titulacién
con 2-ME esta columna corresponde a dilucion 1/4.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Titulacion sin 2-ME

Titulos 2 16 significan mayor probabilidad de infeccion toxo-
plasmica. Afin de determinar una primoinfeccién reciente de-
ben procesarse 2 muestras tomadas con un intervalo de 2-3
semanas. Un aumento de titulo mayor de 2 diluciones entre
la 1"y 2* muestra indican infeccion recientemente adquirida.

Titulacion con 2-ME A

La aparicién de titulos bajos en la titulacion sin 2-ME y reacti-
vidad con glébulos rojos no sensibilizados que desaparece al
efectuar la titulacién con 2-ME y/o absorcién con GR no sen-
sibilizados, serian indicativos de la existencia de heterofilia.
Por el contrario, titulos elevados sin el empleo de 2-ME que
disminuyen considerablemente al utilizar 2-ME indicarian la pre-
sencia de IgM, caracteristica de infeccidn aguda. Los coniro-
les de heterofilia en este caso deben dar reaccidn negativa en
el suero sin tratar o tras absorcidn con GR no sensibilizados.

IMAGEN NEGATIVA

QROF:

IMAGEN POSITIVA

0I00k0)

(1) @

(1) Manto.
(2) Punto final (50%).

No Reactivo: presencia de un sedimento en forma de botén
o pequefio anillo de bordes regulares.
Reactivo: formacién de una pelicula o manto que cubre el
50% o mas del fondo de los pocillos.

VALORES DE REFERENCIA

Dentro de las técnicas inmunoldgicas, la HAI es considerada
un método confiable para la determinacién de anticuerpos es-
pecificos. No obstante, sus resultados, al igual que los de
cualquier método seroldgico, sélo constituyen un dato auxi-
liar para el diagndstico.

Es por esta razén que los informes deben ser considerados
en términos de probabilidad. En este caso, mayor 0 menor
probabilidad de parasitosis por T. gondii.

Se consideran presumiblemente parasitados aquellos indivi-
duos cuyos sueros son reactivos en diluciones mayores o
iguales a 1/16.

Se debe tener en cuenta que la concentracion de anticuerpos
en suero varia en distintas poblaciones, razén porla cual es
posible encontrar sueros reactivos correspondientes a indivi-
duos no parasitados. Por esta razén es necesario determinar
los valores de referencia de la poblacién en estudio.

LIMITACIONES DE PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Otras causas de resultados erréneos son:

- Falta de acondicionamiento previo de la policubeta. Para
eliminar la carga electrostética es necesario pasar un trapo
himedo por la base (ver PROCEDIMIENTO).

- Falta de homogeneizacion de los reactivos antes de su uso.

- Deficiencias de mezclado,

-Vibraciones accidentales durante el reposo necesario para
el desarrollo de la reaccion.

- Sueros envejecidos o congelados y descongelados repeti-
damente.

- Contaminaciones accidentales de los reactivos o del mate-
rial empleado en el ensayo.

- Policubetas rayadas por uso reiterado. No se aconseja re-
utilizar pocillos.

- Diluyente de Sueros HAI conservado més de 5 dias.

- Exceso o defecto de Diluyente de Sueros HAI en los poci-
llos de la policubetas.

-Norespetar los tiempos y temperaturas de incubacién en el
tratamiento con 2-ME al 1%.

- 2-Mercaptoetanol al 1% no preparado en el momento. Debe
tenerse en cuenta que en este tipo de infecciones las titula-
ciones aisladas proveen escasa informacion por lo que se
prefiere efectuar determinaciones seriadas cada 15-20 dias
que permitan observar las variaciones en los titulos. Para
este procedimiento es conveniente conservar congeladas
alicuotas de las muestras de distintos dias y procesarlas
simulténeamente con los mismos reactivos y el mismo ope-
rador. i

Recordar que cada componente de Toxotest HAI forma un

equipo completo que debe considerarse como unidad. Por

este motivo no deben intercambiarse los componentes de dis-
tintos equipos.

PRESENTACION
Equipo para 80 determinaciones (Céd. 1743201).
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