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RESUMEN

Toxoplasma gondii fue identificado en el afio 1908 por Nicolle y Manceaux cuando
aislaron el protozoario a partir de células mononucleares del bazo y el higado de un
roedor africano. Para diagnosticar la toxoplasmosis, se emplea comunmente la
prueba de ELISA, que tiene la capacidad de identificar las inmunoglobulinas, esta
prueba es relativamente sencilla de realizarse y se encuentra disponible en Kkits
comerciales que incluyen su propio protocolo de ejecucion, usualmente utilizando
antigeno lisado total. Sin embargo, se ha considerado que el empleo de antigenos
recombinantes podria ser altamente beneficioso en esta aplicacion. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la técnica ELISA utilizando antigeno recombinante SAG
1 y total (TLA) de T. gondii, en sueros de poblacién humana de riesgo y en poblacién
sana. Los resultados obtenidos con respecto a cola frecuencia encontrada con el
antigeno recombinante SAG 1 en poblacién de riesgo fue de 96.96%, mientras que
en poblacién sana fue de 19.04%. Con el antigeno total de taquizoitos (TLA), la
frecuencia de anticuerpos IgG anti T. gondii fue de 96.96% en poblacidén de riesgo a
diferencia de un 7.14% en poblacion sana. El uso de proteinas recombinantes para el
inmunodiagnostico de T. gondii, constituye un aporte medular debido a que en el Peru

no existen estudios realizados en poblacion de riesgo.

Palabras claves: Toxoplasma gondii, proteina recombinante SAG 1, antigeno lisado

Total TLA, ELISA



ABSTRACT

Toxoplasma gondii was identified in 1908 by Nicolle and Manceaux when they isolated the
protozoan from mononuclear cells of the spleen and liver of an African rodent. To diagnose
toxoplasmosis, the ELISA test is commonly used, which has the ability to identify
immunoglobulins. This test is relatively simple to perform and is available in commercial kits
that include their own execution protocol, usually using total lysed antigen. However, it has
been considered that the use of recombinant antigens could be highly beneficial in this
application. The objective of the present study was to evaluate the ELISA technique using
recombinant SAG 1 and total antigen (TLA) of T. gondii, in sera from human risk populations
and healthy populations. The results obtained regarding the frequency found with the SAG 1
recombinant antigen in the risk population was 96.96%, while in the healthy population it was
19.04%. With the total tachyzoite antigen (TLA), the frequency of IgG antibodies against T.
gondii was 96.96% in the risk population as opposed to 7.14% in the healthy population. The
use of recombinant proteins for the immunodiagnosis of T. gondii constitutes a medullary

contribution because in Peru there are no studies carried out in a risk population.

Keywords: Toxoplasma gondii, SAG 1 recombinant protein, TLA total lysed antigen, ELISA



I. INTRODUCCION

1.1 Introduccion

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligado que infecta a
humanos, animales domésticos y salvajes de sangre caliente. Los hospederos
definitivos, de acuerdo con Jones y Dubey (2010), son alrededor de 33 especies
de felinos. En el caso de los hospederos intermediarios se incluyen vertebrados,
entre ellos primates, insectivoros, marsupiales, aves, felinos y humanos (Barriga,
2002). Su distribucién es mundial, esta presente en Latinoamérica detectandola
en hasta 65% de la poblacion. Se han determinado altas prevalencias en paises
latinoamericanos como Costa Rica (61,4%), Cuba (55,9%), Ecuador (36.0%),
México (2.2%-32.2%) y Venezuela (31,8% - 61%) segun Diaz et al. (2003) y Lopez
et al. (2005). Este parasito produce una infeccidon primaria generalmente
asintomatica; sin embargo, puede ser sumamente peligrosa en hospederos con
inmunosupresion y en casos de transmisién vertical (madre-feto) durante la

gestacion (Rorman et al. 2006).

T. gondiitiene capacidad de invasidén y multiplicacién en cualquier célula nucleada
mediante la accién de organelas secretoras de diversas proteinas. Los seres
humanos pueden ser infectados por diferentes estadios de T. gondii, por los
ooquistes a través de las heces del felino, por la ingesta de quistes en carnes mal

cocidas (Sanchez Artigas et al., 2016).



Actualmente los métodos utilizados para el diagnostico incluyen técnicas

moleculares, seroldgicas y de imagen (Rostami et al., 2018).

En el caso del diagnostico con pruebas seroldgicas se basan en la deteccion de
inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA e Ig E, en los sueros de pacientes infectados, el
resultado obtenido es dependiente del antigeno utilizado y del método de

deteccion (Holec-Gasior et al., 2009).

La técnica de ELISA para la deteccion de las inmunoglobulinas 1gG, resulta
una prueba sencilla de realizar y esta disponible en kits de venta comercial,
utilizando su propio protocolo de fabricacion (Sarfraz-ur-Rahman et al., 2021). Sin
embargo, el uso de antigenos recombinantes podria ser de gran utilidad,
porque permite la estandarizacion del ensayo de ELISA, reduce costos de
produccién y podria diferenciar el estado agudo y cronico de la enfermedad

(Pietkiewicz et al., 2007).

La superficie del parasito T. gondii se encuentra recubierta con proteinas
expresadas durante el desarrollo y relacionadas estructuralmente con el antigeno
de superficie SAG 1, siendo esta superficie el objetivo principal de las respuestas
inmunes del huésped ( Lekutis et al., 2001 ) . Todos estos antigenos de superficie
se conocen como la superfamilia de proteinas SRS (Jung et al., 2004). La proteina
SAG1 es un antigeno especifico del taquizoito, altamente conservado en las
diferentes cepas del parasito, siendo considerado Optimo candidato para el
diagnéstico de toxoplasmosis (Kotresha & Noordin, 2010), mantiene los

12 residuos de cisteina conservados que tienen una identidad global del 30%
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aproximadamente ( Lekutis et al., 2001 ).

1.2 Descripcion de la realidad problematica

La toxoplasmosis es una de las infecciones zoonéticas mas comunes en todo el
mundo, y en Peru, la mayoria de la poblacién ha estado expuesta a este parasito
de acuerdo con el estudio de Cantello et al (1974) y Morales et al (1979), quienes
obtienen prevalencia en la costa de 42%, sierra de 9% y selva de 47%. Las
poblaciones con mayor riesgo de desarrollar complicaciones de esta infeccién son
los pacientes inmunocomprometidos y los recién nacidos que adquieren la
infeccién de sus madres con consecuencias como el aborto o resorcién fetal
(Cardenas et.al., 2015). En el Peru, estudios con proteinas recombinantes no se
han realizado en poblaciébn humana de riesgo, por lo que se desconoce la
prevalencia de TE en pacientes VIH/SIDA y de madres gestantes con probable
reactivacion de toxoplasmosis y como consecuencia el riesgo de transmision
congénita. Con respecto a la deteccién, Chiappe (1964) utilizé la prueba de
coloraciéon de Sabin-Feldman obteniendo el 74.52% y 80% de positividad con la
prueba de intradermorreaccion en pacientes con manifestaciones oculares.
Naquira Velarde (1970), mediante la prueba de hemaglutinacién determino un
34.4% de positividad en pacientes con abortos habitualides. Diaz-Ginéz & Silva-
Diaz (2021) utilizaron la técnica de ELISA, para la deteccion de anticuerpos (IgM

e 1gG) en 92 donantes.

Existe la necesidad de desarrollar pruebas de diagndstico mas simples, factibles,
precisas y rapidas, especialmente en poblaciones con serologia positiva es decir

que ha estado expuesta al parasito y por lo tanto puede darse una reactivacion
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sobre todo en pacientes con VIH y en gestantes (MINSA, 2007).

El uso de antigenos recombinantes tiene tres ventajas importantes: la
composicidén del antigeno se conoce con precision, puede utilizarse en conjunto
con otros antigenos recombinantes y el método puede estandarizarse con
facilidad (Holec-Gasier, 2013), permitiendo asi una Optima deteccion de la
toxoplasmosis. Esta investigacion nos permitira no solo mejorar las técnicas de
diagnostico para esta enfermedad, sino también calcular la frecuencia de
anticuerpos IgG frente a T. gondii en poblaciéon de riesgo y sana. Ademas de
futuras investigaciones centradas en el desarrollo de pruebas de diagndstico
rapido, no invasivas, que se puedan usar en entornos con recursos limitados y de
dificil acceso en todo el pais. Los antigenos recombinantes podrian usarse el
desarrollo de otras pruebas diagndsticas comerciales en diferentes enfermedades

como el caso de la filariasis linfatica (Pastor et al., 2021).

12



1.3 Definicion del problema

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular con la capacidad de invasion y
multiplicacion en cualquier célula nucleada. Dicho parésito tiene un ciclo de
vida complejo que implica a los felinos como hospederos definitivos y como
intermediarios incluyendo al ser humano (Cordero del Campillo & Rojo, 2001).
Los hospederos intermediarios pueden ser infectados por los diferentes
estadios de T. gondiiy a través de diferentes mecanismos de transmisién como
el ingerir los ooquistes de T. gondii en heces de felinos y/o la ingesta de
bradizoitos en carnes mal cocidas (Sanchez Artigas et al. 2016). La infeccion
primaria con T. gondii es generalmente asintomatica, pero puede ser
sumamente peligrosa en un hospedero inmunosuprimido y durante la
gestacion, debido a la probable transmision congénita (madre-feto) durante la
gestacion (Rorman et al. 2006). El diagnéstico precoz de la enfermedad

permitira el inicio oportuno del tratamiento.

Actualmente los métodos utilizados para el diagnéstico incluyen técnicas
moleculares, seroldgicas y de imagen (MINSA, 2007). Las pruebas serolégicas
diagnoésticas existentes son limitadas al utilizar al antigeno lisado total, por lo
que el uso de antigenos recombinantes, altamente sensibles y especificos para
deteccion de anticuerpos, se muestran de gran utilidad, ademas porque no se
generan reacciones cruzadas (Pietkiewicz et al. 2007). Dentro de las proteinas
del T. gondii, se menciona a SAG1 (Antigeno de Superficie 1), anclada a GPI
(glicosilfosfatidilinositol) y codificada por la superfamilia de genes SRS, la cual

es altamente conservada e inmunogénica ((Kotresha & Noordin, 2010).

13



1.4 Justificacion e importancia de la investigacion

Alrededor del 25 - 30% de la poblacion esta infectada por T. gondii (Montoya &
Liesenfeld, 2004). Las prevalencias varian entre paises, e incluso dentro de
diferentes comunidades de la misma regién. Por ejemplo, se han encontrado
altas prevalencias en paises latinoamericanos y en la zona de Afrika tropical.

Mediante la técnica de anticuerpos fluorescentes indirectos Cantella et al. 1974
y Morales et al. 1979, realizaron una evaluaciéon de la prevalencia en el
escenario peruano tanto en la costa, sierra y selva encontrando
respectivamente 42%, 9% y 47%. Existen dos grupos prioritarios por los cuales
se debe promover investigaciones sobre el diagndstico de la toxoplasmosis:
mujeres gestantes y personas inmunocomprometidas (Negussie et al., 2017).
En el caso de las mujeres embarazadas con IgG/IgM positivo deben realizarse
una prueba de avidez de IgG, si es alta la avidez durante los primeros tres
meses se descarta una infeccién adquirida durante la gestacion, si es baja la
avidez resulta ambiguo por lo que existe una gran heterogeneidad entre los
estudios, lo que dificulta saber sobre la precision predictiva y diagndstica de
una prueba sobre otra. Los estudios sobre el momento de las pruebas son
limitados y no concluyentes (Gilbert & Gras, 2003). Asimismo, en las personas
inmunocompremetidas la infeccién primaria con T. gondii es muy
probable que resulte en una infeccion generalizada, involucrando diversos
organos Yy tejidos (Daryani et al., 2011 & Espinoza-Oliva et al., 2011). Si se
busca diagnosticar de forma definitiva se necesita de un sindrome clinico, el
cual sea compatible; por ejemplo, un estudio de imagen del cerebro mostrando
una lesiéon de una masa creciente ademas de la deteccion del parasito por

medio de una biopsia al cerebro o amplificacion del ADN en el caso de los
14



pacientes inmunocomprometidos (Luma et al, 2016). Sin embargo, el
diagndstico serologico resulta complejo debido a que una infeccion reciente
tiende a detectarse con titulos elevados; no obstante, no puede fungir de un

criterio definitivo para el diagnéstico (Sierra, 2020).

Asimismo, en las gestantes y en los inmunocomprometidos graves, el valor de
las IgG consiste en la distincién de individuos seronegativos; sin embargo, el no
encontrar este anticuerpo no descarta, nuevamente, el diagnostico (Sierra,

2020).

Debido a que no existen muchos trabajos al respecto, nuestro estudio
determinard la frecuencia de anticuerpos IgG de la toxoplasmosis en fase cronica
utilizando una prueba de ELISA estandarizada, lo que representa un paso
importante para priorizar un acceso al diagndstico, recepcion del tratamiento y
prevencion de situaciones médicas de alto riesgo. Ademas, en la presente
investigacién se determinara la frecuencia de anticuerpos IgG en una poblacién
de riesgo y en una poblacion sana, lo que resulta un importante estudio porque

beneficiara a la poblacién de nuestro pais.

Por dltimo, se incluye el uso de proteinas recombinantes para el
inmunodiagnostico lo que constituye un aporte medular debido a que no existen
otros estudios asi realizados en la poblacion peruana. Ademas, se podran
comparar los resultados obtenidos con el antigeno recombinante versus el
antigeno lisado total, el que comunmente es el utilizado. La finalidad es que el

diagnéstico de la toxoplasmosis sea factible, preciso y rapido.
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1.5 Limitaciones de la investigacion

Ha sido considerada como una limitacion de la investigacion el no tener acceso
a una mayor cantidad de antigeno recombinante SAG 1 obtenido de forma

comercial.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias mas frecuentes que
afectan a los seres humanos y otros animales vertebrados (Luder, Bohne, &
Soldati, 2001) y es causada por el parasito intracelular obligado T. gondii. Su
mecanismo de infeccidn es por medio de la ingesta de alimentos 0 agua que estén
contaminados con ooquistes o por el consumo de quistes tisulares en carnes mal
cocidas. Usualmente la infeccion primaria es asintomatica, pero en cambio si es
adquirida durante el embarazo o es latente en pacientes inmunocomprometidos

puede causar dafnos graves e incluso la muerte (Montoya & Liesenfeld, 2004).

2.2 Ciclo de vida de T. gondii

El ciclo de vida del parasito se desarrolla en dos tipos de huéspedes: el huésped
definitivo (todos los felinos) y los hospederos intermediarios (animales de sangre
caliente). La replicacidon ya sea sexual o asexual dependera del tipo de hospedero.
En el caso del ciclo de replicacion sexual comienza cuando el felino ingiere carne
con quistes tisulares que contienen los bradizoitos, que es la forma infectiva. Las
acciones de las enzimas digestivas en el intestino liberan las formas infectivas que
invaden las células (enterocitos) del felino. En el intestino se realiza la

gametogonia, el cual conduce a la formacién de ooquistes.

Los ooquistes son liberados en su forma no esporulada por medio de las heces de
los felinos, estos expuestos al medio, esporula en 2 a 3 dias en las condiciones

ideales, produciendo en el interior 8 esporozoitos y convirtiéndose en la forma
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infectante (Dubey, 2010).

El ciclo de replicacién asexual se desarrolla en los hospederos intermediarios, los
cuales se infectan a través de la ingesta de alimentos y/o agua con ooquistes
esporulados o por la de quistes tisulares que estdn en los tejidos de otros
hospederos intermediarios. En el caso del ser humano, la infeccién puede ser por
la ingestidn directa de los ooquistes o por de carne mal cocida, contaminada por
quistes tisulares de Toxoplasma gondii. Una vez que se ingiere los ooquistes se
liberan esporozoitos y si se ingieren quistes tisulares seran liberados los
bradizoitos; los cuales se van a diferenciar con rapidez a taquizoitos (forma movil,
altamente dindmica e invasiva), los cuales atravesaran el epitelio intestinal,
diseminandose en el organismo completo ilustrado por Robert-Gangneux &

Darde, 2012 en la Figura 1.

Debido a la aparicion del parasito se activa una respuesta inmune del huésped
iniciando con la formacion de anticuerpos y la activacion de las células efectoras
de la respuesta inmune de tipo celular como son los macréfagos, linfocitos T, etc.;
liberando asi citosinas (interleucinas e interferén, IFN- y). La presencia de IFN- y
induce la diferenciacion de los taquizoitos intracelulares a la forma de bradizoito
con la consecutiva modificacion de la célula hospedera en un quiste tisular en el
cual vive en forma latente durante muchos afnos o incluso durante toda la vida del

individuo (Galvan, 2001).
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii
Modificado por Robert- Gangneux, F., & Dardé, M. L. (2012)

2.3 Epidemiologia

Tomando en cuenta a los estudios seroepidemiolégicos se estima que
alrededor de un tercio de la poblacion mundial ha estado expuesta al parasito.
Los datos plasman que existe una considerable variacion entre &reas
geogréficas, condiciones ambientales, practicas culturales, grupos étnicos, y
otros factores asociados al parasito tales como su genotipo (Sepulveda-Arias

et al., 2014; Tenter et al., 2000).

En la Figura 2, se puede observar que en el caso de Peru no se registra data,
demostrando que los estudios locales no son actuales ni trascendentales. Sin
embargo, la mas alta prevalencia de la toxoplasmosis se ubica en
Latinoamérica, con prevalencia mayor de un 60% en Brasil, en Colombia y

Argentina en un 40-60%. Aunada a la prevalencia de la toxoplasmosis, se debe
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tomar en cuenta los primeros estudios de genotipos donde se revelan tres
linajes: tipo I, Il'y lll. En América del Sur existe una relacién entre la diversidad
genética y la expresién clinica de la infeccion, prueba de esto son los casos
detectados de toxoplasmosis grave en pacientes inmunocompetentes,
revelando asi la presencia de cepas recombinantes o atipicas. Dichas cepas
no estan bien adaptadas a los huéspedes humanos, lo que podria explicar la

mayor gravedad de la infeccidn, Paris (2020).

Global status of Toxoplasma gondii prevalence

W >60%
I 40-60%
[ 20-40%
W 10-20%
B <10%

[ No data

Figura 2. Estado global de la prevalencia de Toxoplasma gondii

Fuente: Pappas, G., Roussos, N., & Falagas, M. E. (2009)
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2.4 Toxoplasmosis en humanos en el Peru

En el Peru existen pocos estudios publicados sobre la toxoplasmosis en

humanos.

e Cornejo et al., (1971) realizaron una investigacion para detectar anticuerpos
especificos para T. gondii en 32 pacientes del Hospital Obrero de Lima.
Mediante la reaccién de fijacibn del complemento y hemaglutinacién,
obteniendo 15 (46.78%) resultados positivos relacionados a lesiones oculares

y abortos espontaneos.

e Ortiz & Ticona (2012) establece las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas
de la toxoplasmosis congénita en el Hospital Regional Honorio Delgado
Espinoza de Arequipa de 1996 a 2011. Mediante pruebas serolégicas con
resultados IgM (+) en el recién nacido e IgG (+) en la madre se obtuvo como
tasa de prevalencia fue de 1,7 por 10, 000 nacidos vivos, con tendencia
descendente, predomind en el sexo femenino y con manifestaciones clinica de

tipo neurolégico.

e Mogollon M. (2016), reportd una frecuencia de anticuerpos IgG anti
Toxoplasma gondii en poblacion peruana de 39.8%, el cual él concluye que
esta dentro del promedio a nivel mundial y de la region latinoamericana para

poblacion sana.

e Pari, et al, (2020) en su estudio buscaron conocer la seroprevalencia de
toxoplasmosis en grupos poblacionales de riesgo a través de un estudio
descriptivo, exploratorio en los 3 distritos de la provincia de Huancayo. Los 169

sueros se analizaron mediante el kit para toxoplasma IgG e IgM (NovalLisa
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inmunodiagnostic GMBH), encontrando una seroprevalencia en gestantes del
44,7% y en pacientes con cancer del 26,2%. Asimismo, el unico factor de riesgo
asociado a serologia positiva fue el lugar de procedencia, teniendo un mayor

riesgo quienes vivian en Huancayo y Chilca, en comparacioén con El Tambo.

Diaz-Ginéz & Silva-Diaz (2021), determinaron la frecuencia y los factores
asociados de la infeccién por T. gondii en donantes de sangre de un hospital
de la selva. En su metodologia se describe el uso del ensayo de ELISA Kit,
obteniendo que un 77.2% presentaron infeccién pasada o crénica por T. gondii.
Esto indica una exposicion importante de la poblacion al parasito, lo que

sugiere la presencia de multiples factores de riesgo.

Marquera-Afaray et al., (2022), detallaron las particularidades epidemiolégicas,
clinicas y tratamientos de pacientes diagnosticados con toxoplasmosis
congénita (TC) que presentaban afecciones neuroldgicas graves. En el
Instituto Nacional de Salud del Nifio - San Borja se estableci6 la identificacidén
de pacientes con toxoplasmosis congénita como aquellos que mostraban la
presencia de anticuerpos IgM para T. gondii utilizando la técnica de ELISA con
el kit comercial Euroimmun. Después de evaluar a 21 pacientes, se llegb a la
conclusién de que el 64% de los casos de toxoplasmosis congénita

presentaron una o mas manifestaciones de enfermedad neuroldgica grave.
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2.5 Grupos de riesgo de T.gondii

2.5.1 Toxoplasmosis en personas inmunocomprometidos

La toxoplasmosis en los individuos inmunocomprometidos suele ser el
resultado de la reactivacion de una infeccion latente, que presenta signos
neurolégicos como dolor de cabeza, desorientacién, somnolencia,
hemiparesia, cambios reflejos y convulsiones (Barratt et al., 2010 ; Robert-

Gangneux & Darde, 2012).

La infeccidén aguda adquirida por T. gondii en pacientes inmunocomprometidos
también puede ocurrir y afectar a multiples érganos. Asimismo se pueden
observar neumonia, retinocoroiditis y otras enfermedades sistémicas
diseminadas, pero no son tan comunes como la encefalitis en pacientes

inmunocomprometidos (Kodym et al., 2015).

2.5.2 Toxoplasmosis en mujeres gestantes

La infeccion de toxoplasmosis congénita es la segunda infeccidén parasitaria
intrauterina mas frecuente (Bojar & Szymanska, 2010). Este tipo de
toxoplasmosis puede tener diferentes manifestaciones clinicas y niveles de
contagio segun el trimestre de gestacion. El riesgo usual es del 40%, siendo
mas probable al final del embarazo (segundo y tercer trimestre); sin embargo,
las secuelas suelen ser menos graves cuando mas avanzado esta el
embarazo. Si la infeccidn y transmision ocurre en el primer trimestre, hay una
clasica triada que presentara el recién nacido: coriorretinitis, calcificaciones
cerebrales e hidrocefalia. No obstante, algunos recién nacidos pueden no

presentar sintomas al nacer sino luego en el desarrollo manifestar problemas
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oculares y retraso. Las infecciones que ocurren en el ultimo trimestre suelen
presentarse como retinocoroiditis y pueden no manifestarse hasta la segunda

década de vida (Lurder et al., 2001).

2.5.2 Diagnostico de toxoplasmosis

2.5.2.1 Técnicas convencionales

Por muchos anos se utilizé la prueba de Sabin-Feldman, la cual se fundamenta
en la capacidad de los anticuerpos especificos de bloquear la normal coloracién
con el azul de metileno de Toxoplasma gondii obtenido del exudado peritoneal
de ratones. Fue la primera prueba de laboratorio desarrollada para el
diagnéstico de dicha enfermedad y sigue siendo considerada, para algunos,
como la prueba gold standard (Diaz et al., 2010). Esta prueba fue sustituida por
la inmunofluorescencia indirecta (IFl), que se caracteriza su alta sensibilidad y
especificidad. Se incluyen dentro de estos grupos de técnicas convencionales

la prueba ELISA, la hemaglutinacion y la fijacion de complemento.

2.5.2.2 Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares utilizadas son métodos indirectos que identifican el
ADN del parasito en muestras de liquido amniético o en el liquido
cefalorraquideo. La técnica mas frecuente se basa en la reaccidén en cadena de
la polimerasa obteniendo asi mejor sensibilidad si se consigue de muestras de

liquido cefalorraquideo o liquido amniético (Vidal et al., 2004).
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Las pruebas moleculares basadas en PCR han demostrado ser efectivas para
diferenciar la fase aguda y muestran una alta especificidad al no generar
reacciones cruzadas con otras enfermedades parasitarias (Gutierrez-Loli et al.,
2019). Sin embargo, su alto costo representa un desafio para paises en vias
de desarrollo. Asimismo, para mejorar la sensibilidad, se ven en la necesidad
de requerir procedimientos invasivos como la puncion lumbar y la
amniocentesis, implicando riesgos, especialmente en casos que exista una
presion intracraneal elevada (Vidal et al., 2004) o durante la gestacion antes

de las 15 semanas (Seeds, 2004).

2.5.2.3 Técnicas de imagen

Estos métodos indirectos tienen como objetivo encontrar signos de infeccion
por toxoplasmosis en los pacientes. En el caso de los inmunocomprometidos
se busca detectar dafo cerebral. El “signo diana excéntrico” es el criterio mas
comun que sugiere toxoplasmosis con sensibilidad de 25% y especificidad de
90% (Paez, 2001). En el caso de toxoplasmosis congénita, se esperaria
observar hidrocefalia y calcificaciones cerebrales, puntualmente en las areas
periventriculares y en el plexo coroideo; estas lesiones son detectables
mediante tomografia axial computarizada (Rostami, 2001). La baja sensibilidad
y la capacidad de identificar lesiones hacen que estos diagnosticos por imagen

necesiten de otras pruebas para confirmar la presencia de T. gondii.
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2.5.2.4 Técnicas serologicas
Las técnicas serolégicas se fundamentan en la capacidad de detectar
anticuerpos especificos anti T. gondii. La técnica ELISA es la de mayor utilidad,
sea por kit comercial o por ensayos in house en laboratorio. Las adaptaciones
del ELISA a diferentes ensayos de avidez permiten sugerir la fase de infeccién

con la cual se esta tratando (Dubey 2004).

2.5.2.5 Antigenos recombinantes de T.gondii y su uso en el diagndstico

seroldgico de toxoplasmosis

Los antigenos recombinantes constituyen actualmente una herramienta de gran
utiidad, y dentro de su metodologia no ocasionan reacciones cruzadas,
disminuyendo los falsos positivos y negativos, ademas de proporcionar mayor
reproducibilidad de los ensayos (Pietkiewicz et al., 2007). Estos antigenos
recombinantes han demostrado mayor especificidad y sensibilidad en
comparacion a los antigenos nativos empleados en las técnicas convencionales
(Costa et al., 2017). Una extensa cantidad de genes que codifican antigenos
recombinantes de T.gondii han sido clonados en sistemas de expresion
bacterianos y eucariotas (Holec-Gasier, 2013). Entre estos antigenos se
destacan los de superficie como SAG1, SAG2, SAG3; de granulos densos como
GRA1, GRA2, GRA5, GRA6, GRA7 y GRAS; de roptrias como ROP1 y ROP2;
y de micronemas como MIC1, MIC2 y MIC3; asi como otros AR como B10,

MAG1 y AMA1 (Holec-Gasier, 2013).

En 1980, Handman et al., identificaron por primera vez al SAG1 a partir de

antigenos de membrana de superficie de T. gondii , luego se cloné el gen SAG
26



1 completo determinando que tiene una longitud de 1,1 kb y codifica 336
aminoacidos. El antigeno de superficie SAG1 tiene un peso molecular de 30
kDa, es el mas abundante y se expresa principalmente sobre la superficie intra
y extracelular del estadio de taquizoito. La proteina SAG1 estad altamente
conservada en la mayoria de cepas aisladas de T. gondii y es uno de los
antigenos mas inmunogénicos (Kotresha & Noordin, 2010; Costa, 2014). Por
tanto, esta proteina puede estimular al huésped para que genere inmunidad
humoral y celular relevante; siendo esta ultima el mecanismo principal por el
cual el SAG1 induce al huésped a generar proteccion inmunitaria. Para este
proceso se requieren diferentes tipos de linfocitos T coordinados por muchas
citocinas, incluidos IFN-y, IL-2 y TNF-a, y desempeinan un papel crucial en la

proteccién anti- T. gondii del huésped (Gazzinelli et al., 1991).

Para la obtencion del antigeno SAG 1, Aly et al. (2023) se cultivaron vy
mantuvieron taquizoitos de la cepa RH de T. gondii en ratones macho albinos
suizos mediante inoculacién intraperitoneal. Los fluidos peritoneales de los
ratones infectados se reunieron, se centrifugaron y luego se limpiaron tres veces
con solucién salina tamponada con fosfato cada cuatro dias después de la
infeccion, se rompieron mediante sonicacién y luego se centrifugaron a 12.000
rom durante 1 hora, y se recogio el sobrenadante y se obtuvo el antigeno diana
purificado mediante Cromatografia de intercambio iébnico DEAE-Sephadex A-50
como antigeno soluble. La evaluacion de la reactividad y especificidad del

antigeno SAG1 se realiza, usualmente, mediante ELISA indirecto.
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ll. HIPOTESIS

H1: El uso de la técnica de ELISA permitira la deteccion de toxoplasmosis con el

antigeno recombinante SAG 1 y total en sueros de poblacién humana y de riesgo.

HO: El uso de la técnica de ELISA no permitira la deteccion de toxoplasmosis con el

antigeno recombinante SAG 1 y total en sueros de poblacién humana y de riesgo.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:
Evaluar la técnica ELISA utilizando antigeno recombinante SAG 1 y total (TLA) de

T. gondii, en sueros de poblacion humana de riesgo y en poblacion sana.

4.2 Objetivos especificos:
e Obtener antigeno lisado total de taquizoitos de T. gondii a partir de cultivos in

vitro en la linea celular LLC-MK2.

e Evaluar un ELISA para la deteccién de anticuerpos IgG anti T. gondii con

antigeno recombinante SAG 1 y Antigeno lisado total (TLA).

e Determinar la frecuencia de anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii en sueros

de poblaciéon humana de riesgo y poblacion sana.
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V. MATERIAL Y METODOS
5.1 Material

5.1.1 Tipo de estudio
- Estudio prospectivo, transversal analitico y observacional.
5.1.2 Variables

- Variable independiente: Uso del antigeno SAG 1y TLA

- Variable dependiente: Prueba de ELISA

5.1.3 Lugar de ejecucion

Este estudio fue llevado a cabo en el Laboratorio de Parasitologia Humana y
Animal de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. La parte experimental tuvo lugar en el Laboratorio de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia.

5.1.4 Sujetos de estudio y obtencion de muestras

Para el estudio las muestras fueron obtenidas de una seroteca de proyectos

previos y fueron divididas en dos grupos:

e Grupo 1: 42 sueros humanos de poblaciéon sana, codificadas bajo la
denominacion SH-XX.
e Grupo 2: 33 sueros humanos de poblacién de riesgo, codificadas bajo la

denominacién HIV/COI-XX.

Los 75 sueros se almacenaron a -20°C, hasta el momento de uso.
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5.1.5 Aprobacion bioética

- La obtencién de los sueros de la poblacion sana obtuvo la aprobacién
del Comité de Bioética de la FCB, con codigo: N° 007-2021-CBE-FCB-
UNMSM.

- La obtencién de los sueros de la poblaciéon de riesgo obtuvo la
aprobacién del Comité de Bioética de la UPCH-SIDISI, con cédigo:

N°62495.

5.1.6 Tamano de muestra

Para el calculo de la muestra en poblaciones finitas, se aplico el siguiente estadigrafo
descrito por Hernandez et al., 2003; obteniéndose como tamarno de la muestra a 69

Sueros.

n T (N-1) + 2p.q

n = Tamano de muestra buscado

N = Tamafho de la poblacién — 94

72 = Parametro estadistico que depende el Nivel de Confianza — 1.96
e = Error de estimacion méximo aceptado — 0.05

Probabilidad de que ocurra el evento estudiado (éxito)— 0.5

=
I

q = (1 —p) = Probabilidad de que no ocurra el evento estudiado — 0.5

(1.96).(0.5) .(0.5) . 84
n = = 69.07
(0.05)2 . (83) + (1.96)2. (0.5) .

(0.5)
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5.2 METODOS

5.2.1 Obtencion de los antigenos

El antigeno recombinante P30 SAG1 (aa45-198) comercial fue obtenido del
laboratorio BIORAD. Es producida en Escherichia coli segun protocolo del
fabricante correspondiente a los amino&cidos 45 al 198 de Toxoplasma gondii
p30 (SAG1). Se almacen6 a -20°C sin diluir. La concentracién de la proteina

fue de 1.0 mg/ml.

El Antigeno Lisado Total de T. gondii (TLA) se obtuvo siguiendo los protocolos
de Hughes et al., (1986) y Dubey (1998). A partir de la cepa RH de T.gondli,
los taquizoitos se cultivaron en la linea celular LLC- MK2 (células epiteliales de
rinidn de mono Rhesus) en un medio compuesto por RPMI 1640 (Sigma)
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor, piruvato de
sodio TmM, mezcla aminoacidos no esenciales (1:100), y gentamicina, todo
incubado a 37°C con 5% CQOz2. Se observo la formacién de una monocapa y
luego se procedié a inocular con 5x10° taquizoitos de T. gondii, finalmente se
dio la propagacion a partir de varios sub cultivos. Posterior sonicacion en frio
en intervalos de un minuto con pausas de tres minutos entre cada ciclo. El
producto resultante fue centrifugado y el sobrenadante se alicuotdé y se
almacené a -20°C hasta uso. La concentracién de las proteinas se determiné

mediante el método Bradford.

5.2.2 Evaluacion de la técnica ELISA

Se utilizaron placas de fondo plano Nunc Maxisorp (Thermo Scientific, USA).
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Las placas se sensibilizaron agregando 100 pl/pozo a concentracion de 1ug/mi
de TLA y otra placa con 1.5 ug/ml del recombinante SAG 1 de Toxoplasma
gondii, diluido en buffer Bicarbonato-Carbonato (0.05M). Se dejé incubando
toda la noche a 4°C. Se lavé 5 veces con 180 ul/pozo de PBS- Tween 0.05%.
Se inici6 el bloqueo con 180 pl/pozo de PBS-Tween 0.05% y leche 5%,
dejando incubar 2 horas a temperatura ambiente en movimiento constante.
Se procedié a lavar la placa 5 veces con 180 pl/pozo de PBS- Tween 0.05%.
Se agreg6 100 pl del primero anticuerpo (1:500 / 1:200) diluido en PBS-Tween
0.05% y leche 1%, se dejé incubar 1h a 37°C. Se agregé 100 pl del segundo
anticuerpo (1:10000 / 1:5000) preparado en PBS-Tween 0.05% y leche 1%, se
dejé incubar 1h a 37°C. Se lavaron las placas 5 veces con 180 ul de PBS-
Tween 0.05% y 5 veces con 180 pl de PBS 1x. Se agreg6 100 ul del substrato
TMB (solucién A y solucién B, 1:1), dejandose incubar por 5 minutos
aproximadamente. La reaccién se detuvo con 50 pl de Acido Sulfarico (2M).

Por ultimo, se realizé la lectura a 450 nm de longitud en el lector ChroMate.

5.2.3 Analisis de datos

Utilizando el Software Excel de Microsoft 365 se obtuvieron los resultados de
frecuencia mediante la formula de conteo. Se utilizé6 SPSS para calcular la prueba de

T de student asi hallar diferencia significativa y la prueba de Chi-Cuadrado.
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VI. RESULTADOS

6.1 Obtencion del antigeno total de taquizoitos de T. gondii (TLA) a partir de

cultivos in vitro en la linea celular LLC-MK2.

- A partir del cultivo celular del antigeno lisado total (TLA) se aplic6 la
siguiente férmula: C1 x V1 = C2 x V2; siendo €1 = 480 pg/ml, €2 = 1.0 pg/ml
y V2 = 20ml; el valor obtenido (V1) fue de 41.6 ul. Finalmente, en 20ml de

buffer bicarbonato se verteran 42 pl de TLA.

- Se tuvo una cantidad de 0.1 mg del antigeno recombinante SAG 1. Se
utilizoé la siguiente férmula: C1 x V1 = C2 x V2; siendo C1 = 1000 pg/ml, C2
= 1.5 yg/mly V2 = 5ml; el valor obtenido (V1) fue de 7,5 ul. Finalmente, en

5ml de buffer bicarbonato se verteran 7.5 ul de SAG 1.

- En ambos casos, se agregan inicialmente 100 ul/pocillo.

6.2 Evaluacioén del ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG anti

Toxoplasma gondii con el antigeno lisado total (TLA)

Con el antigeno TLA, se procedié a realizar el primer ensayo, con el suero
humano (anticuerpo primario) dilucion de 1:500 y para el conjugado el
anticuerpo anti IgG humano (anticuerpo secundario) dilucion de 1:1000 y 1:10
000. En el segundo ensayo se utilizé el suero humano dilucion de 1:250 con
las mismas dos opciones de dilucién para el segundo anticuerpo anti IgG

humano (1:1000 y 1:10 000), como se detalla en la Tabla 1.
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Tabla 1. Distribucion de ensayos

Dilucién de
Dilucién de
anticuerpo
anticuerpo primario

secundario
Caso 1 1:500 1:1000
Caso 2 1:500 1:10 000
Caso 3 1:250 1:1000
Caso 4 1:250 1:10 000

Se evaluaron 4 sueros positivos a T. gondii (P1, P2, P3 y P4) y 4 sueros
negativos a T. gondii (N1, N2, N3 y N4). Los valores de p son indicadores de
la significancia estadistica de un analisis. En la Tabla 2, este valor es
representado en la columna Sig. (bilateral), como se puede observar el Unico
valor menor a 0.005, demostrando diferencia significativa, es el que se

encuentra en el Caso 2; por lo tanto, el anticuerpo primario utilizado tuvo una

dilucion de 1:500 y el anticuerpo secundario una dilucion de 1:10 000.
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Tabla 2. Resultados de la aplicacién de la prueba t de Student mediante SPSS

Prueba de muestra unica

Valor de prueba = 0
. . 95% de intervalo de
. Diferenci .
Sig. confianza de la
t gl . ade : .
(bilateral) : diferencia
medias : :
Inferior Superior
Caso 3,669 7 ,008 .630500 22416 1.03684
1
Caso 4,210 7 ,004 .713000 31257 1.11343
2
C%so 3,511 2 ,010 642125 .20967 1.07458
sto 3,578 - 009 644875 .21875 1.07100
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6.2.1 Determinacion del punto de corte

Utilizando Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (version 2304
compilacién 16.0.16327.20200) de 64 bits se ingresaron los datos obtenidos
de la lectora Chromate awareness technology inc, dividiéndose en: SAG1 y
TLA;

siendo 1a (SAG1), 1b (TLA-poblacion sana) y 1c (TLA-poblacién de riesgo),

(ver Anexo 1).

Para el calculo del punto de corte, primero se halldé la desviacion estandar
aplicando la formula DESVEST, luego se promedié los OD negativos (3) con
la formula PROMy se sumo dos veces la desviacion estandar, ver Tabla 3. Se
obtuvieron los siguientes puntos de corte 0.47 y 0.29, respectivamente. Los
valores superiores a estos seran considerados POSITIVOS, por debajo de este

seran NEGATIVOS (ver Anexo 2).

Tabla 3. Valores de DS y punto de corte

SAG 1 TLA
Desviacion
0.06 0.07
Estandar
0.47 0.29

Punto de corte
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6.2.2 Resultados obtenidos mediante ELISA

El antigeno recombinante SAG1 en poblaciéon sana muestra que el 19.04%
(8/42) presenta anticuerpos IgG anti T. gondii, mientras que en la poblacién de
riesgo (HIV) un 96.96% (32/33). El antigeno TLA en poblacion sana muestra que
el 7.14% (3/42) presenta anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii, mientras que

la poblacion de riesgo un 96.96% (32/33), de acuerdo con la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos mediante ELISA con antigenos SAG1 y TLA

SAG 1 TLA
POSITIVO NEGATIVO |POSITIVO NEGATIVO

Sueros
humanos de
poblacion 8 (19.04%) 34(80.95%) | 3(7.14%) 39 (92.86%)

sana

Grupo 1

Sueros
humanos de
poblacionde 32 (96.96%) o 32(96.96%)  1(3.03%)

e500: 1(3.03%)

Grupo 2
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Se calcularon los valores de sensibilidad diagnéstica y especificidad diagndstica;

considerando como prueba referencia a la prueba ELISA utilizando TLA.

Tabla 5. Tabla de contingencia. Se muestran los resultados para las 75 muestras

evaluadas por el ELISA referencial (TLA) y ELISA SAG1

ELISA referencial (TLA)

TOTAL
Presencia Ausencia
Presencia 34 6 40
ELISA SAG 1
Ausencia 1 34 35
TOTAL 35 40 75

Tabla 6. Parametros diagnésticos del ELISA utilizando SAG 1

Sensibilidad diagnéstica (SD) 97%
| Especificidad diagnéstica (ED) | 85% |
| Chi — cuadrado de Pearson | 127,281 |
Razén de verosimilitud 71,388

Utilizando el antigeno recombinante SAG 1 en la prueba de ELISA se obtuvo una

sensibilidad del 97% y especificidad del 85%.
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VII. DISCUSION

La toxoplasmosis es una parasitosis frecuente en poblacibn humana en zonas
endémicas y en poblacién de riesgo como las personas con HIV, y mujeres gestantes.
El presente trabajo permite presentar resultados de toxoplasmosis en poblacion
humana sana y de riesgo, utilizando dos antigenos: un antigeno recombinante
comercial (SAG1) y un antigeno total (TLA) a partir de cultivo del parasito. Con el SAG
1 la frecuencia encontrada en poblacién de riesgo fue de 96.96%, mientras que en
poblacién sana fue de 19.04% Con el antigeno total de taquizoitos (TLA), la frecuencia
de anticuerpos IgG anti T. gondiifue de 7.14% en poblacion sana a diferencia de un

96.96% en poblacién de riesgo.

De acuerdo con Ashburn et al. (2001) la propagacion de taquizoitos de T. gondii en
sistemas de cultivo celular incluye multiples ventajas en comparacién con modelos
animales. Estas ventajas incluyen: valor ético, bajo costo y facil gestion. El empleo de
la linea celular LLC-MK2 para la obtencion del antigeno total de taquizoitos de T.
gondii result6 competente, concordando con el estudio de Paredes-Santos et al.
(2013) que demuestra la capacidad de multiplicacién de la linea celular LLC-MK2, la

cual favorece el crecimiento del parésito y la formacién de quistes de alta viabilidad.

En el proceso de evaluacién de la técnica ELISA para la deteccidén de anticuerpos anti
lgG Toxoplasma gondii con antigeno recombinante SAG 1 y Antigeno total (TLA), se
evaluaron con diferentes diluciones, del primer anticuerpo y del conjugado anti IgG
humano para mejorar el rendimiento de la prueba inmunoenzimatica y la capacidad

de discernir entre sueros positivos y negativos.

De acuerdo a Mogollén, M. (2016) la estandarizacion y validacion de ELISA para la

deteccion de anticuerpos IgG anti T. gondii, utiliza parametros diferentes como una
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concentracion inicial mayor de 5ug/ml, dilucién del primer anticuerpo de 1:1000 y del
segundo anticuerpo 1:10 000. La similitud encontrada con el trabajo de Mogollén, es
que la cantidad de suero utilizada para la prueba de ELISA es minima, lo que resulta

conveniente al momento de realizar la toma de muestra.

De acuerdo con el trabajo de Auber et al. (2000), que utilizando ELISA con el antigeno
SAGH1, reportd un 7.86% (7/89) de positividad en sueros de una poblacién que tenia
un espectro amplio de la enfermedad. En el presente estudio, la poblacion de riesgo
presento 96.96% (32/33) anticuerpos IgG anti T. gondii, demostrando una mayor

capacidad de deteccidn.

La toxoplasmosis en pacientes con VIH se manifiesta principalmente como encefalitis,
siendo la tasa de mortalidad intrahospitalaria elevada, entre 30%-50% (Luma et al.,
2013; Yang et al, 2017; Mayor AM et al., 2011). En el presente estudio, la
prevalencia de toxoplasmosis en pacientes con VIH fue de 96.96% tanto con el TLA
y SAG 1. Asimismo, al no reportarse data actualizada con las variables utilizadas, no
se puede realizar una comparacion; sin embargo, si se puede afirmar que nuestra

prevalencia es mas alta.

Segun Diaz-Ginéz & Silva-Diaz (2021), en un estudio realizado en un banco de sangre
de un hospital de la selva peruana, encontré una prevalencia de toxoplasmosis del
77%. En nuestro estudio la prevalencia en poblacién sana fue de 19.04% (8/42) con
el SAG1 y del 7.14% (3/42) con el TLA. Con respecto a nuestros resultados que distan
de los consignados en la referencia, podemos inferir que los porcentajes de
deteccion de toxoplasmosis dependerian de las condiciones ambientales, culturales
y socio-econémicas, por lo que observamos valores altos en poblacion selvatica

mientras que en Lima son relativamente bajos. Sin embargo, en el 2016, Mogollén,
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M. reportd en una poblacion de Lima y Cusco una frecuencia de anticuerpos IgG anti

Toxoplasma gondii 39.8%.

Con respecto a los puntos de cortes obtenidos en las pruebas de ELISA, en nuestro
caso utilizando SAG 1 se obtuvo 0.47, coincidiendo con Jalallou et al. (2012) quienes
evaluan el antigeno recombinante en cuestién para la deteccion de IgM mediante el
ensayo de ELISA; demostrando en ambos estudios la importancia del SAG1 como
valiosa herramienta de diagnédstico. Al utilizar el TLA el punto de corte fue de 0.29, el
valor mas similar en la bibliografia consultada fue el del obtenido por Suarez et al.
(1999) de 0.27 quienes practican una evaluacion seroldgica del T. gondii en suinos

mediante la prueba de ELISA.

Al calcular los parametros de sensibilidad diagnéstica y especificidad diagndstica se
consideré como prueba referencia a la prueba ELISA utilizando TLA. En el caso del
uso del antigeno recombinante SAG 1, la sensibilidad fue del 97% y especificidad del
85% en comparacion al ELISA referencial (TLA) seleccionado. La sensibilidad de la
prueba de ELISA implica que el resultado de la prueba de una enfermedad sea
positivo si realmente tiene la enfermedad; Jalallou et al. (2012) obtiene una
sensibilidad menor, al 80%. La especificidad de la prueba de ELISA representa a los
verdaderos negativos, Jalallou et al. (2012) obtiene una especificidad mayor, al 90%,
es mas especifica y eso le da menor probabilidad de obtener un falso negativo. El
valor de chi-cuadrado de Pearson de 127.281 con 4 grados de libertad indica que hay
una asociacién significativa entre las dos pruebas de ELISA que estas comparando.
Esto sugiere que las pruebas no son independientes entre si y que hay una relacién
estadisticamente significativa entre ellas. La razén de verosimilitud de 71.388 es una
medida que se utiliza para evaluar la utilidad de una prueba diagnéstica. En este caso,

una razoén de verosimilitud positiva alta sugiere que la prueba es util para confirmar la
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presencia de la enfermedad.

En Chile, Covarrubias et al., (2020), analizaron un total de 1.666 muestras de suero,
en un periodo de tiempo, donde 386 (23.2%) fueron positivas a anticuerpos IgG anti
Toxoplasma gondii; aumentando la seroprevalencia toxoplasmosis con la edad.
Tambien hubo una tendencia a disminuir la seroprevalencia en el intervalo de tiempo,
entre 2013 y 2018, aunque no fue estadisticamente significativa. En nuestro estudio,
los valores positivos son menores, indicando que la ubicacion geografica también
podria influir en la seroprevalencia de la toxoplasmosis. Por ello, realizar estudios
similares servird para saber en qué lugares de nuestro pais, la prevalencia es alta y

tener la posibilidad de encontrar factores asociados de forma significativa.

Por ultimo, para el presente trabajo la utilidad de la prueba de ELISA queda
ampliamente demostrada; sin embargo, resaltar que lo Optimo serian pruebas
alternativas al alcance de la poblacion para priorizar el diagnéstico y el tratamiento
oportuno. De acuerdo con Da Silva et al., (2023) se realiz6 una revisién para analizar
las diferentes técnicas diagndsticas en funcion de los resultados de sensibilidad y
especificidad. En primer lugar, se enfatiza en el uso de diferentes muestras como
suero, sangre total, calostros, y liquido amnidtico; variedad necesaria segun las
caracteristicas de la poblacion. Las técnicas de citometria de flujo, inmunoensayo de
flujo lateral y gqPCR mostraron una sensibilidad del 100%, mientras que la
transferencia Western, gqPCR y RE-LAMP lograron una especificidad del 100%. Al
evaluar el indice de probabilidad las técnicas gPCR y LAMP fueron mas precisas. En
segundo lugar, queda demostrado que la elecciéon del método se basara en las

condiciones del laboratorio donde se trabaje, la finalidad y la viabilidad financiera.
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VIIl. CONCLUSIONES

La frecuencia encontrada en la poblacion sana utilizando el SAG 1 fue de
19.04% mientras que con el TLA fue de 7.14%, ambos valores siendo menores
al promedio reportado a nivel mundial; sin embargo, con el TLA se detecté mas

del doble comparandolo con el SAG 1 en poblacién sana.

La frecuencia de anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii encontrada en la en

ambas poblaciones tanto con el TLA y SAG 1 fue de 96.96%, no existiendo

diferencia resaltante entre los antigenos.
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IX. RECOMENDACIONES

e Estandarizar y evaluar otras técnicas serolégicas para ampliar la

posibilidad de deteccion temprana de la toxoplasmosis en nuestro pais.

e Realizar estudios de seroprevalencia con corte epidemiol6égico para

detectar tendencias y asi implementar medidas preventivas.

e Utilizar otros antigenos recombinantes obtenidos de las organelas del
T. gondii para la deteccibn de casos agudos y crénicos de la

enfermedad.
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ANEXOS
Anexo 1. Absorbancias obtenidas de los ensayos e imagen de la placa con su respectiva
leyenda para identificar resultados.
a. Antigeno recombinante SAG 1

2 sAG1 ° +

Archivo Editar Ver

<> ik 2 3 4 5 6 7 8 9 1@ A4 2

A 0.1 1575 0.289 ©.259 ©.459 0.475 @.278 1.35¢ 0.476 1.43 1.43 1351
B 1.304 1.269 0.256 ©.436 ©.155 ©.382 ©.247 1.334 ©.277 1.268 1.465 1.269
C 1.479 0.489 0.318 0.279 ©.405 ©.497 ©.344 1.21 9.211 ©.917 1.437 1.504
D 0.168 0.36 0.379 ©.365 ©.417 0.474 @.397 1.282 @.322 1.363 1.49 1.268
E 151979 0.282 0.39 ©.357 ©.418 ©.337 0.977 1.492 1.462 1.343 1.297 1.356
E 5372 .41 .69 ©.251 ©.347 ©.153 ©.411 1.286 1.284 ©.895 ©.23 =471
G ©.485 0.229 ©.55 ©.398 ©.316 0.3 227, 1.157 '@.924 1.389 1.323 1.616
H 0.078 0.629 0.267 .43 ©.297 ©.433 1.184 1.249 1.217 1.482 1.133 1.347

Pozo A1: blanco. Pozo B1, B2: control positivo. Pozo D1, E2 y F2: control

negativo. Color amarillo: positivo. Color blanco: negativo
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b. TLA — poblacién sana

! TLA 1 - poblacién sana x +

Archivo Editar Ver

<> 1 2 3 4 5 6 7 8 9 190 1:: 12

A ©.853 @.e51 ©.116 ©.096 @.062 0.e71 0.114 0.119 0.199 6.186 6.102 6.101
B 8.776 ©.534 ©.081 ©.078 09.201 09.176 ©.061 ©0.865 9.148 ©.146 6.121 6.119
(& 1.44 0.37 0.169 ©.996 ©.891 ©.697 ©.145 0.052 0225 0.207 0.178 0.186
D 8.877 ©.094 0.112 @8.858 0.1 9.122 90.218 0.216 0.145 8.149 @.257 8.272
E 8.649 0.1 0.143 9.138 0.179 09.19 9.141 9.138 0.147 .15 0.335 0.335
F 8.166 ©.227 ©.322 0.309 ©.867 90.082 0.103 0.182 9.102 9.185 0.177 0.184
G 8.396 ©.105 ©.204 ©9.192 ©.135 9.146 9.12 9.124 9.11 2.115 0.06 0.058
H 8.16 0.24 6.163 @.106 @.121 @.123 @.162 0.167 0.291 0.284 0.066 6.061

Pozo A1: blanco. Pozo B1, B2: control positivo. Pozo D1, E2 y F2: control

negativo. Color amarillo: positivo. Color blanco: negativo
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c. TLA — poblacién de riesgo

TLA 2 - poblacién de riesgo

Archivo

ITIOTMmMmOO®@> A

N

PRPOOOFRLO®OL

Editar Ver
2
.849 9.072
.828 9.721
. 741 9.501
074 8.0898
.838 9.099
.614 9.25
.649 1.58
.919 1.911

Pozo A1: blanco. Pozo B1, B2: control positivo. Pozo D1, E2 y F2: control

PRI W

.395

973

.819

758

.812
.967
.641
.155

POOROO®ORL M

+

.354

.786
.731
.806
.943
.632
.12

1.218
1.414
1.706
0.949
1.986
1.885
1.48

1.304

FRNRORERERO

.26

=433
=79
.90e7
.856
.088
.567
.391

0.788
0.14

9.792
8.834
2.831
1.437
1.216
9.69

.874
.142
.813
.851
.837
<571
.358
.726

FOORORERERELW

.921
.368
.589
.69

.479
575
.734
.461

negativo. Color amarillo: positivo. Color blanco: negativo
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1:1531
1.499
1.887
a.744
1.603
9.598
0.792
1.46
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Anexo 2. Resultados obtenidos en el ensayo de ELISA.

= En poblacién sana
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41 0 0
42 1 1

Siendo 0 = positivo y 1 = negativo. Con un total de 42
muestras.

= En poblacién de riesgo

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

8 0 0

9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
14 0 0
15 0 0
16 0 0
17 0 0
18 0 0
19 0 0
20 1 1
21 0 0
22 0 0
23 0 0
24 0 0
25 0 0
26 0 0
27 0 0
28 0 0
29 0 0
30 0 0
31 0 0
32 0 0
33 0 0

Siendo 0 = positivo y 1 = negativo. Con un total de 33 muestras.
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