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RESUMEN

Disimiles son los métodos seroldgicos empleados para la determinacién de
anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en diferentes muestras de estudio. El objetivo
es realizar una comparacion entre el método de Inmunofluorescencia Indirecta y el
Toxoplasma latex porBrunella para demostrar cual es el método mas sensible y
especifico para determinar seroprevalencia de anticuerpos IgG anti- Toxoplasma
gondii en neonatos asistidos en la Sala de Neonatologia del Hospital Valdimir Ilich
Lenin. Se analizaron 30 muestras de sueros de nifos recién nacidos asistidos en este
Servicio por las dos pruebas, de ellas se conformaron dos grupos de trabajo. Los
resultados demostraron que la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta es la mas util
para este diagndstico, coincidiendo con investigaciones similares realizadas.

Palabras clave: Inmunofluorescencia Indirecta, Toxoplasma latex, Anticuerpos IgG,
Toxoplasmosis, Sensibilidad, Especificidad, Recién nacidos.

ABSTRACT

Dissimilar are the methods used to determine the seroprevalence of IgG antibodies
against to Toxoplasma gondii in different samples. In this research were compared to
Indirect Immunofluorescence and Toxoplasma Latex by Brunelli to prove which of
them is the most sensitive and specific to determine seroprevalence of IgG anti-
Toxoplasma gondii in newborn in Neonatology Service at Lenin Hospital of Holguin
Province, Cuba is the main objective. Thirty samples were analyzed of newborns
treated in Neonatology Service using these methods, besides two working groups
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were formed. The sensitivity and specificity of Indirect Immunofluorescence were 100
% and 95 % respectively and Toxoplasma latex reported a sensitivity of 96.1 % and a
specificity of 89.6 %. These results showed that the Indirect Immunofluorescence
Technique is the most useful for these diagnostic and this result are similar with
others investigations.

Key words: Indirect Immunofluorescence, Toxoplasma latex, IgG Antibody,
Toxoplasmosis, Sensitivity, Specificity, Newborn.

INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es el agente etioldgico de la toxoplasmosis, una zoonosis de
amplia distribucion mundial. La clasificacidon de Toxoplasma gondii ha sido modificada
en numerosas ocasiones. En la actualidad prevalece el criterio seguido por Levine en
1973,! y aceptado por Frenkel?> que consideran que el parasito forma parte del reino
Protista, sub-reino Protozoo, Phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida, sub-
claseCoccidia, orden Eucoccidiorida, sub-orden Eimeria, familia Sarcocystidae, género
Toxoplasma, especie gondii. 3 Es un parasito intracelular obligatorio, mévil, gram
negativo, sin hospedero especifico (eurixeno) de forma arqueada, semilunar y carece
de flagelos, pese a lo cual tiene autonomia de movimientos de rotacion helicoidales,
en los que participa toda la célula gracias a las fibrillas dispuestas sobre su superficie.
Su tamanio varia segun el érgano de donde procedan, entre 2-12 x 1,5-4 ym. ¢
Presenta tres estadios:® trofozoito (forma activa del parasito y resultante de la
reproduccion asexual del parasito), quiste (forma de resistencia dentro de los
hospederos intermediarios, resultante también de la reproduccion asexual y
constituye ademas una de las formas infectantes de este tipo de hospederos) y el
ooquiste (resultante de la reproduccién sexual que ocurre en los hospederos
definitivos y constituye la otra forma infectante). Todos estos estadios con sus
caracteristicas propias tal y como definié Dubey y col en 1998. Los mecanismos
patogénicos incluyen desde la morfologia del parasito, los tres estadios presentes, asi
como la produccidn de enzimas que afectan las células que seran parasitadas por lo
que la respuesta inmune desarrollada por el hombre es un mecanismo coordinado que
implica tanto la inmunidad natural, la inmunidad humoral (anticuerpos) como la
celular (linfocitos T y sus productos).>67:8

Los mecanismos de patogenicidad y la respuesta inmunoldgica del hospedero frente a
este parasito constituyen los pilares sobre los cuales descansan los mecanismos para
el diagnodstico directo (deteccidn del parasito o su ADN) e indirecto (deteccion de
anticuerpos de diferentes isotipos) de este parasito, porque no resulta facil demostrar
este agente etioldgico y establecer la relacién entre la infeccién y la enfermedad, por
esta razdn, el trabajo de laboratorio es basico para realizar el diagndstico etioldgico.
Los métodos directos proporcionan diagnédstico de infeccidon aguda con gran
seguridad. Son poco empleados debido a que la mayor parte de las veces se utilizan
técnicas y procedimientos laboriosos y lentos, como la cordocentesis. Aunque la
observacion del parasito es lo ideal, sélo es posible hacerlo en un reducido nimero de
casos como por ejemplo los individuos inmunocomprometidos.®
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El diagndstico indirecto es el mas empleado, no obstante, las pruebas seroldgicas
presentan algunos inconvenientes como su insuficiente estandarizacién, dificultades
de interpretacion y el escaso resultado que proporciona en infecciones latentes. Se
basan en comprobar la seroconversién (aumento significativo del nivel de anticuerpos
especificos en por lo menos cuatro veces) en dos muestras de sangre extraidas con
un intervalo de dos semanas. Ambas muestras deben ser estudiadas en el mismo
laboratorio y con el uso de las mismas técnicas. Lo ideal es emplear simultdneamente
dos pruebas. Las diferentes pruebas seroldgicas utilizan distintos antigenos y muchas
de las técnicas dan un pequefio porcentaje de falsos positivos y de falsos negativos.t©
El test de Sabin-Feldman ha sido la prueba de oro durante muchos afios debido a su
sensiblidad y especificidad, pero en la actualidad se emplea muy poco en los
laboratorios. Otros métodos seroldgicos como la Inmunofluorescencia Indirecta, la
Hemaglutinacion, ELISA, ELISA de captura para los diferentes isotipos, ensayos de
aglutinacién han sido desarrollados y empleados en el diagndstico.11/12:13.14 pPor |o
anterior expuesto, es el objetivo de este estudio realizar una comparacion entre el
método de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el Toxoplasma latex por Brunellal® al
demostrar cual es el método mas sensible y especifico para determinar la
seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en esta muestra de
neonatos asistidos en la Sala de Neonatologia del Hospital Valdimir Ilich Lenin,
Holguin, Cuba.

METODOS

Universo de estudio

Universo de 72 nifios recién nacidos asistidos en el servicio de prematuro del Hospital
General Universitario. “V. I. Lenin” de Holguin.

Recoleccién de los datos

Se organizo una visita al servicio de Prematuro del Hospital General Docente
Universitario. “V. I. Lenin”, en el mes de septiembre del 2011 y a partir de la misma
se inicio la investigacion. Fue aprobada por el Comité de Etica y Consejo Cientifico del
CIBHO vy disefiada segun los parametros para estudios en humanos, estipulados por la
Declaracién de Helsinki.

De un universo de 72 muestras de sueros proveniente de nifios recién nacidos de la
sala de neonatologia del Hospital General Universitario. “V. I. Lenin “de Holguin, se
seleccionaron 30 muestras de suero al emplear el método de una poblacién finita con
un error maximo permitido y una confiabilidad prefijada; en este caso, el error
maximo permitido fue igual a 1 y la confiabilidad del 95 %, para el tamafio de
muestra utilizado. El tipo de muestreo fue probabilistico, con criterios de seleccidn
aleatoria. Ademas antes de realizar la pesquisa para determinar anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma gondii, se tomé el consentimiento informado de los padres o tutores para
la realizacion del estudio.

Recoleccion de la muestra:

Las muestras de sangre fueron obtenidas por extraccion de sangre capilar y
centrifugadas a 2500 r.pm por 5 min, posteriormente los sueros fueron congelados a
-20 °C, hasta el momento de ser procesados. Se tuvo en consideracion ademas todas
las regulaciones en materia de Seguridad Bioldgica implementado en el CIBHO para la
manipulacién de este tipo de muestras.
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Metodologia de laboratorio
Se emplearon dos técnicas seroldgicas
a) Inmunofluorescencia Indirecta

Se utilizé anti-IgGh conjugada con Isotiocianato de Fluoresceina de la marca
comercial SIGMA Lote 106k6035 y como sustrato antigénico una suspension de
taquizoitos de la cepa RH obtenidos a partir de un cultivo en células Vero a una
concentracion de 35 x 10%, donada por el Laboratorio de Referencia Nacional para la
Toxoplasmosis del Instituto Pedro Kouri. La dilucion de trabajo para el conjugado fue
de 1:32 y para la muestra de 1:16. Como controles negativos (pool de sueros
certificados) y como controles positivos (pool de sueros certificados con titulo:16). Se
consideraron como reacciones positivas diluciones superiores a 1/16.

Montaje de la Técnica

En ldaminas AuBIO, de 10 pocillos fueron fijados 10 pL de taquizoitos inactivados de la
cepa RH con una concentracidn de 1 x 10° parasitos por campo. Se colocaron las
muestras de suero de los pacientes en orden segun protocolo y se les realizé una
dilucién de 1:16 en una solucion de Cloruro de Sodio al 0,9 %. Se realizé una primera
incubacion en camara hiumeda por 30 minutos a 37°C, posteriormente 2 lavados de
10 minutos con PBS al 1X y el secado de las laminas se realizé a temperatura
ambiente.

Se depositaron en cada pocillo 10uL de la dilucién de trabajo del conjugado Anti-IgG.
Las ldaminas fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C, se realizaron dos lavados
de 10 minutos cada uno con PBS al 1X, se secaron a temperatura ambiente, se les
adiciond glicerol al 1 % en PBS 1X y se les colocd un cubreobjetos. Las laminas se
observaron en un microscopio de fluorescencia marca Olympus, con objetivo 40X.

b) Toxoplasma latex.
Las muestras fueron procesadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante.!>

Toxoplasma latex es una suspension de particulas de poliestireno recubiertas con
antigenos purificados solubles de Toxoplasma gondii.

Control Positivo: control listo para su uso, que contiene anticuerpos contra
Toxoplasma gondii a una concentracion > 4 IU/mL.

Control Negativo: control listo para su uso, que no reactiva con el reactivo de latex.
El titulo de anticuerpos IgG de los sueros se estimé entre 1:2-1:32.

Las muestras de suero y reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente entre 15y
30 °C antes de la prueba y la mezcla de reactivos Latex antes de usar. Se mezclo
muestra de suero de pacientes en estudio y se extendid sobre toda la superficie de la
célula, moviendo suavemente la [dmina hacia atras y adelante lentamente durante 4
minutos. Se observd bajo luz artificial visible aglutinacién, e indicé contenido de
anticuerpos de Toxoplasma superior a 10 IU/mL. Se consideraron como reacciones
positivas diluciones superiores a 1/2. Se obtuvo resultados positivos en método
cualitativo.
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Determinacion de la sensibilidad y especificidad

La sensibilidad y especificidad fueron calculadas para ambas pruebas, siguiendo lo
descrito por Regalado y colaboradores.'® La prueba de referencia se baso en los
criterios clinicos a partir de los cuales se agruparon los pacientes estudiados en 2
grupos segun el criterio clinico de los neonatélogos y los especialistas del CIBHO. El
primer grupo estuvo compuesto por neonatos que presentaban ictero, anemia,
distress respiratorio y hepastopleromegalia, sintomas que coinciden con los posibles
signos y sintomas definidos por Jones con respecto a una Toxoplasmosis congénital” y
el segundo grupo estuvo conformado por neonatos que presentaban otra
sintomatologia que no respondia a este tipo de Toxoplasmosis. El resultado de la
prueba se considera correcto si: verdadero positivo (VP) y verdadero negativo (VN) o
incorrecto si: falso positivo (FP) y falso negativo (FN).

Por tanto, la sensibilidad diagndstica es la probabilidad de que en un sujeto enfermo
obtenga en la prueba un resultado positivo y se determina como la proporcion de
pacientes enfermos que obtuvieron un resultado positivo en la prueba diagndstica,
segun la férmula 1.16

VP

Sensibilidad= W

Por otro parte, la especificidad diagndstica es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto
sano se obtenga un resultado negativo y se determina segun la férmula 2.6

Wi
Especifiondad= ——
WM + FP
RESULTADOS

La toxoplasmosis congénita se produce cuando la mujer se infecta por primera vez
con Toxoplasma gondii durante el embarazo y el pardsito atraviesa la barrera
placentaria e infecta al feto.'® Aproximadamente la tercera parte de las madres que
adquieren la toxoplasmosis durante el embarazo transmiten la infeccién a su hijo, y
estos desarrollan en un amplio porciento la Toxoplasmosis congénita. En la tabla 1, se
observa por una parte como de las 30 muestras de suero estudiadas y testadas por la
técnica de IFI 7 resultaron positivas, lo que representd un 23,3 % de positividad y en
las testadas por Toxoplasma latex 9 resultaron positivas, representando un 30 % de
positividad.

Tabla 1. Porciento de positividad de las pruebas de Inmunofluorescencia Indirecta
y Toxoplasma latex

Prueba Positivas Megativas %
Inmunofluorescencia Indirecta 7 23 23.3
Toxoplasma latex 9 21 30
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En la tabla 2 se muestran los valores de sensibilidad y especificidad de ambas
pruebas.

Tabla 2. Sensibilidad y Especificidad de las pruebas de Inmuncfluorescencia Indirecta
(IFL) y Toxoplasma l3tex

Prueba Sensibilidad Especificidad

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 100 % 95.8

Toxoplasma latex 81.8 % 95.5
DISCUSION

La toxoplasmosis adquirida durante el embarazo es responsable de mas defectos
congénitos que el herpes, la rubéola vy la sifilis juntos y es mas comun e insidiosa de
lo que hasta ahora han creido médicos e investigadores. Es generalmente subvalorada
en la atencidn a la embarazada y por ende se descuidan las manifestaciones
negativas que genera una Toxoplasmosis congénita para el infante. En esta
investigacion, el analisis ha sido realizado sin tener en cuenta la presencia de
anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en las madres de esta muestra estudiada.

Los resultados mostrados en la tabla 1 sobre el porciento de seropositividad de las
dos pruebas avalan los resultados obtenidos en la determinacion de la sensibilidad y
especificidad de ambas pruebas, ya que del primer grupo conformado resultaron
positivos para IFI el 100 % de los cuales presentaban sintomatologias, por el
contrario en la prueba de Toxoplasma latex resultaron positivos 2 de los cuales
integraban el grupo 2.

De lo anterior se deriva que la sensibilidad de IFI es mayor que la obtenida por la
prueba de Toxoplasma latex y coinciden con las investigaciones realizadas por Dubey
1995% y otros autores 1°2% sin embargo ambas técnicas presentan valores similares de
especificidad.

La prueba de IFI empleada para el diagnédstico de estas muestras, presenta segun
investigaciones anteriores una alta sensibilidad (99 %) y especificidad (100 %)
Hresultado que se demuestra en este estudio al obtener valores de sensibilidad del
100 % vy especificidad de un 95,8 %.

Se demostré ademas que la técnica de IFI aun presenta resultados de sensibilidad y
especificidad comparables con la prueba de oro para diagnosticar presencia de
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii como se menciond en la introduccion de la
presente. Resulta mas util pues es relativamente facil de realizar, con costos no tan
elevados y ademas que se contaba con sueros controles y reactivos altamente
estandarizados por el laboratorio de referencia de Toxoplasma del Instituto Pedro
Kouri.11.16

A pesar que los resultados obtenidos en este estudio demuestran el cumplimiento del
objetivo de esta investigacién, se desea mencionar que los anticuerpos maternos del
tipo IgG son transferidos por la madre al feto, ya que atraviesan la barrera
hematoplacentaria. En los recién nacidos no infectados, estos anticuerpos disminuyen
progresivamente hasta desaparecer entre los 6 y los 12 meses de vida. En el recién
nacido con toxoplasmosis congénita, el titulo de anticuerpos IgG frente a Toxoplasma
gondii pueden aumentar progresivamente. En cualquier caso, estos anticuerpos
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persisten detectables mas allad de los 12 meses de vida, por lo que es conveniente
recomendar el seguimiento de esta muestra durante 1 afio para demostrar segun los
protocolos de diagnéstico internacionales si realmente los titulos de anticuerpo IgG
encontrados corresponden al nifio con la consecuencia de presentar una
Toxoplasmosis congénita y desarrollar las manifestaciones clinicas especificas de la
misma. No cabe dudas que los resultados obtenidos en esta investigacién son un
punto vulnerable que debe ser atendido al tener en cuenta que en Cuba la presencia
de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en gestantes es de un 50 % a un 70 %,?! 22
gue en nifios cubanos entre 1 y 15 afos es de 15 a 35 % y que alrededor del 30 % de
la poblacién ha estado en contacto con el parasito. Los resultados obtenidos
constituyen condiciones que potencian la importancia de una buena actuacion
preventiva en las mujeres gestantes, que integra desde las medidas higiénico-
sanitarias hasta la explicacién breve de las consecuencias negativas para el feto una
vez que la madre contrae el parasito. El reconocimiento de estos hechos ha impulsado
el desarrollo de programas de prevencion y control de dichas infecciones a nivel
mundial. Entre las acciones concretas relacionadas con estos programas (campafas
de vacunacion y educacién sanitaria, programas de diagndstico etioldgico de
infecciones en el embarazo e infecciones congénitas, confeccidn de registros de casos
a nivel nacional, etc.), el control serolégico rutinario para presencia de anticuerpos o
antigenos especificos de ciertos agentes infecciosos en la embarazada normal ha sido
una de las mas extendidas,!! aspectos que son perfectamente aplicables para las
recomendaciones de este trabajo y que en Cuba se encuentran algunas de estas
acciones definidas en el programa que existe sobre toxoplasmosis pero en ocasiones
no se llevan a cabo.

En esta investigacidn se pudo concluir que los porcientos de seropositividad de las dos
pruebas empleadas avalan los resultados obtenidos de sensibilidad y especificidad.
Los valores de sensibilidad de la prueba de IFI resultaron superiores a la prueba de
Toxoplasma latex y demostrd que la prueba de IFI es mas sensible para la
determinacion de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en esta muestra de estudio.
Los valores de sensibilidad y especificidad de la prueba IFI obtenidos en este estudio
coinciden con resultados de investigaciones anteriores. Los valores de sensibilidad y
especificidad de la prueba Latex Toxoplasma resultaron similares a los mostrados en
las instrucciones de uso expuesto por el fabricante.
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