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RESUMEN

La infeccion por Virus de Inmunodeficiencia Humana afecta a una gran parte de personas
en el mundo, en Ecuador segun el Ministerio de Salud Publica las provincias con mas casos
son el Guayas, Pichincha, Los Rios y Manabi, teniendo mayor prevalencia el sexo
masculino, por tal motivo al no tener un adecuado control tienden a desarrollar una infeccion
oportunista como la toxoplasmosis. El objetivo del proyecto de investigacion fue evaluar la
prevalencia de toxoplasmosis en pacientes con VIH en base al diagnostico de laboratorio,
mediante la revision de revistas cientificas, libros y paginas web. El estudio se llevd a cabo
con un nivel descriptivo de disefio documental bibliografico y no experimental. Con una
poblacion de 50 referencias bibliograficas en donde se escogié mediante los criterios de
inclusion y exclusion hasta conseguir la muestra de 30 articulos cientificos, tomado de varias
bases cientificas como Google Académico, ProQuest, Redalyc, Elsevier, Scielo y PubMed.
Los resultados obtenidos muestran las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagnostico y
seguimiento de la infeccién como anticuerpos IgG anti-toxoplasma, recuento de linfocitos T
CD4 y carga viral. Ademas, se resalta las principales manifestaciones clinicas como
convulsiones, cefalea y ataxia. Asi mismo, la técnica de ELISA es el principal método de
deteccidn, con una sensibilidad y especificidad de 97,2% y 93,8% respectivamente. Mientras
que dentro de los factores de riesgo destaca la edad, el consumo de agua potable de fuentes
inseguras, ingesta de verduras y carne poco cocida, asi como el contacto con heces

contaminadas con ooquistes del parasito.

Palabras claves: Linfocitos CD4, Toxoplasma gondii, inmunodepresion, VIH.



Abstract
Human Immunodeficiency Virus infection affects a large number of people in the world.
In Ecuador, according to the Ministry of Public Health, the provinces with the most cases
are Guayas, Pichincha, Los Rios, and Manabi, with a higher prevalence in the male sex;
for this reason, not having adequate control tend to develop an opportunistic infection
such as toxoplasmosis. The objective of the research project was to evaluate the
prevalence of toxoplasmosis in HIV patients based on laboratory diagnosis by reviewing
scientific journals, books, and websites. The study was carried out with a descriptive level
of bibliographic and non-experimental documentary design. A population of 50
bibliographic references was used, which was chosen through the inclusion and exclusion
criteria to obtain the sample of 30 scientific articles taken from various scientific
databases such as Google Scholar, ProQuest, Redalyc, Elsevier, Scielo, and PubMed. The
results show the laboratory tests used to diagnose and follow the infection, such as 1gG
anti-toxoplasma antibodies, CD4 T-lymphocyte count, and viral load. In addition, the
main clinical manifestations, such as convulsions, headache, and ataxia, are highlighted.
Likewise, the ELISA technique is the primary detection method, with a sensitivity and
specificity of 97.2% and 93.8%, respectively. Risk factors include age, consumption of
drinking water from unsafe sources, ingestion of vegetables and undercooked meat, and

contact with feces contaminated with parasite oocysts.

Keywords: CD4 lymphocytes, Toxoplasma gondii, immunosuppression, HIV.

Reviewed by:

Lic. Jenny Freire Rivera
ENGLISH PROFESSOR
C.C. 0604235036



CAPITULO I. INTRODUCCION

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un retrovirus, que pertenece a la familia
Retroviridae, del género Lentivirus, que se subdivide en tipo 1y 2. A medida que el virus
ataca el sistema inmunitario las personas presentan paulatinamente un agotamiento en el
mecanismo de defensa contra infecciones oportunistas. Asi mismo, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) califica al VIH como un problema importante de salud en el aspecto

clinico y epidemioldgico 1.

Aproximadamente 34 millones de personas en el mundo estan infectadas por VIH, en Africa
subsahariana se encuentran 23,5 millones de casos, mientras que los restantes se distribuyen:
en Africa septentrional (300.000), América (2,8 millones), Europa (2,3 millones), Asia (4,8
millones) y Oceania (53.000). Debido a la alta cantidad de personas afectadas y al costo

elevado de su atencion, se considera una prioridad en la salud publica en todo el mundo 2.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reporté un incremento del 21% de casos
por VIH entre los afios 2010-2019 en América Latina, entre los factores asociados al
contagio estan; el estigma social, la pandemia de COVID-19 y el escaso acceso a servicios
de salud. En el 2018 el Programa Conjunto de Naciones Unidas expone la situacion de
contagio, siendo Chile con el 34% el pais con méas casos reportados, seguido por Bolivia,

Brasil y Costa Rica con 21% 3.

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador en el 2019 report6 47.206 personas con VIH, la
mayoria pertenece al sexo masculino, entre los 15-49 afios. La provincia del Guayas registra
16.710 casos, seguido de Pichincha, Los Rios, Manabi y Esmeraldas. Se considera que la
epidemia de VIH esta concentrada en mujeres transfemeninas (MTF) con 20.7% en

Guayaquil y 34.8% en Quito 3.

Las infecciones oportunistas (I0) ocurren con mayor frecuencia en personas con debilidad
del sistema inmunoldgico, estas producen complicaciones especialmente en personas con
VIH, causando problemas durante el desarrollo de la infeccidn, siendo esta la principal causa
de hospitalizacion y morbilidad. En varios estudios desarrollados en Latinoamérica

demuestran que la toxoplasmosis esta dentro de las infecciones oportunistas mas comunes .
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La toxoplasmosis al ser una enfermedad parasitaria causada por el T. gondii, es capaz de
infectar a mamiferos no felinos, aves, incluyendo al hombre. Asi mismo, el 50% de la
poblacién posee serologia positiva para esta enfermedad, reportando asi un millon de nuevos
casos anualmente segun la OMS. Pese al conocimiento de la infeccién, la vigilancia
epidemioldgica varia en cada pais, siendo un reto el control de esta debido a las lesiones que

puede causar el parasito en el individuo °.

La prevalencia varia segun las areas geogréaficas, debido a las diferencias culturales,
socioecondémicas, habitos de alimentacion y fauna de la region. En Europa varia en cada
pais, Croacia con 38%, Francia con 71%, Grecia con 51%. Asia tiene mayor prevalencia en
areas como Malasia, Nepal e India entre: 41,8%-55,4%. Mientras que Norteamérica y
Latinoamérica registra: 11% Estados Unidos, 39,3% Trinidad y Tobago, 75% EIl Salvador,
66,3% Brasil y Colombia 47,1%°©. La epidemiologia en individuos inmunocomprometidos
como embarazadas y pacientes con VIH, mostré una considerable variacion entre paises y
continentes. En revisiones recientes se estima que la prevalencia en el mundo varia entre

1,1%-33,8% en embarazadas y entre 3,24%-44,2% en personas infectadas con VIH ’.

Estudios en Ecuador muestran que el contagio inicia a edades tempranas principalmente de
4-5 afos de edad, donde el 74% presentan una prevalencia antes de los 20 afios &. Asi mismo
un trabajo realizado en Guayaquil por Fernandez y colaboradores mencionan que se adquiere
la infeccion a edades tempranas, ratificando asi la exposicion, es decir que la incidencia es

elevada hasta 10 afios °.

El Servicio de Medicina Interna del Hospital Teodoro Maldonado Carbo de Guayaquil,
realizo un estudio acerca de la toxoplasmosis cerebral en pacientes con VIH en donde se
obtuvo una prevalencia de 23,9% como resultado. Otras publicaciones demuestran casos de
coinfeccion diagnosticados en dos casas de salud de referencia nacional ubicados en la
provincia del Guayas como: el Hospital de Especialidades “Dr. Abel Gilbert Ponton” y el
Hospital de Infectologia “Dr. José Rodriguez Mariduefia” 1°. Ambos hospitales, reciben la
mayor cantidad de pacientes infectados por VIH del pais, provenientes de las 3 regiones. La
prevalencia estimada de casos de coinfeccion en los dos hospitales fue del 10% 1. En
Chimborazo, y particularmente en la ciudad de Riobamba desconocen de la presencia del

parasito, ademas no cuentan con estudios que reporten estos casos.
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El capitulo Il cuenta con el marco tedrico donde se da a conocer: generalidades,
caracteristicas clinicas y métodos de diagndstico utilizados en el laboratorio, el capitulo 111
describe la metodologia utilizada para el estudio investigativo, asi mismo el capitulo IV
muestra los resultados mediante la elaboracion de tablas, en la discusion se realiza un analisis
de la informacion encontrada en la revision bibliogréafica alusiva al tema. Por altimo, en el
capitulo V se muestra las conclusiones planteadas en los objetivos, recomendaciones que

nos ayudan a dar solucion al problema mencionado y anexos relacionados al tema.

En esta investigacion se presenta informacion referente a la temética expuesta, con todo lo
mencionado anteriormente se realiza la siguiente pregunta ¢Cual es la prevalencia de
toxoplasmosis en paciente con VIH, en base al diagnostico de laboratorio?, toda la
informacidn recopilada de revistas, libros y paginas web nos ayudara a comprender de mejor

manera las posibles causas y efectos asociados al problema planteado.

La presente investigacion es fundamental debido a que la toxoplasmosis es un problema
grave a nivel mundial ya que infecta al 30% de la poblacion humana y causa un efecto
negativo en las personas con VIH. Cabe mencionar que este trabajo aporta informacion
actualizada debido a la repercusion del tema, asi también contribuye a que las personas
tomen enfasis de la infeccion y asi pueda tener un mejor control. Este estudio es factible
debido a la cantidad de informacion existente en revistas cientificas, paginas web y libros

referentes a la tematica.

El objetivo general del presente trabajo de investigacion es evaluar la prevalencia de
toxoplasmosis en pacientes con VIH, en base al diagnostico de laboratorio mediante el

analisis de revistas cientificas, basandose en tres puntos de vista:

e Interpretar las pruebas de laboratorio y manifestaciones clinicas que permitan
determinar Toxoplasma gondii en pacientes con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana.

e Demostrar la sensibilidad y especificidad de los métodos de diagnostico utilizados
para la identificacién de toxoplasmosis.

e Destacar los posibles factores de riesgo asociados a la aparicion de toxoplasmosis en

personas con VIH.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO
Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El VIH identificado por primera vez en 1983, es el agente causal de la fase final de la
infeccion el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. La principal caracteristica del virus
es la destruccion del sistema inmunitario, también puede producir una serie de
manifestaciones tumorales y neurologicas; ademds de presentar una afinidad por los
linfocitos CD4 e infectar las células de estirpe macrofago. Del virus se conocen dos subtipos
el: VIH-1 causante de la pandemia de SIDA, mientras el VIH-2 es considerado una variante

menos transmisible y virulenta .

Clinica de la Infeccién

La infeccion por VIH habitualmente es de desarrollo lento, debido a que el virus va destruye
las células del sistema inmune durante varios afios, en general no hay sintomas que indiquen
su presencia en este periodo. En el momento en el que VIH penetra el organismo, si este no

recibe tratamiento, la infeccion evoluciona y se agrava con el tiempo 1°.

Fases de la Infeccion
Fase Precoz: Infeccion Aguda

Es el inicio de la infeccion, aparece por lo general después de 2 a 10 semanas de haber
contraido el virus. Las personas en esta fase suelen tener sintomas como dolor de cabeza,
fiebre y erupcion cutanea. Asi mismo, el virus se propaga y se reproduce por todo el
organismo, al transcurrir las semanas las manifestaciones clinicas ceden de forma natural y
dan paso a la siguiente fase. La concentracion del virus en la infeccion aguda es muy alta

aumentando notablemente el riesgo de trasmision 4,

Fase Intermedia: Infeccion Croénica

En esta fase la presencia del virus disminuye respecto a la primoinfeccion, pero el VIH sigue
replicandose, especialmente en el tejido linfoide. Durante esta etapa los linfocitos CD4 son
destruidos, sin embargo, el organismo todavia tiene la capacidad de reponerlos, por lo que
no aparece ningun sintoma durante afios. Se considera que esta fase es asintomatica, la inica

manifestacion clinica que puede aparecer es el aumento en el tamafio de los ganglios
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linfaticos. La infeccion cronica sin tratamiento antirretroviral en 10 o 12 afios evoluciona

habitualmente a SIDA 4.

Fase Avanzada: SIDA

Es la fase final de la infeccion, puesto que con el transcurrir del tiempo el sistema inmunitario
pierde la capacidad de controlar la replicaciéon viral provocando asi la destruccion
inmunologica. La aparicion de tumores e infecciones oportunistas como: tuberculosis
atipicas o diseminadas, sarcoma de Kaposi y toxoplasmosis son caracteristicas en esta fase,
ademas del descenso en los niveles de linfocitos CD4 (inferior a 200 cel./mm?) y el aumento
de la carga viral. También puede aparecer una serie de manifestaciones clinicas como: fiebre

o diarrea por un mes, debido al incremento incontrolado del virus ',

Clasificacion de la Infeccién

Determinar la fase de la infeccion, es fundamental en la evaluacion inicial del paciente
infectado. En la clasificacion realizada por el CDC (Center Disease Control and Prevention)
en 1993, se establecieron tres categorias clinicas. La categoria A aplica a pacientes
asintomaticos. Para pacientes que presenten sintomas relacionados con la infeccion como:
diarrea o fiebre, candidiasis vulvovaginal, herpes zoster aplica la categoria B. Mientras que
la categoria C aplica a pacientes con enfermedades incluidas en la definicion de SIDA como:

tuberculosis pulmonar o toxoplasmosis cerebral. (Anexo 1) '°.
Meétodos de Diagnéstico

Las pruebas de laboratorio usadas para la deteccion del virus se clasifican en: tamizaje,
confirmatorias y seguimiento del tratamiento, las dos primeras se emplean en el diagndstico
del virus, mientras que las demas son utilizadas para evaluar el tratamiento antirretroviral,
asi mismo los métodos directos permiten detectar proteinas, componentes o acidos nucleicos
especificos, mientras que los métodos indirectos nos ayudan a reconocer anticuerpos

producidos por el organismo como respuesta a la presencia del agente patogeno °.

Pruebas de Tamizaje o Screening
Pruebas Rapidas

Son pruebas de cuarta generacion, que permiten la deteccion cualitativa de anticuerpos de

VIH-1, VIH-2, asi como del antigeno p24, no requieren de ninguna instalacion especial, ni
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equipamiento para su ejecucion, pero si que el personal esté capacitado para una adecuada
interpretacion, dependiendo del fabricante se puede realizarse en sangre total, plasma o
suero, su deteccion es inmediata (20 minutos o menos), se la realiza a partir de la tercera
semana de la posible infeccion permitiendo la deteccion temprana del virus. En caso de que
el ensayo resulte reactivo, se realizara un ELISA de tercera o cuarta generacion, si la prueba

sigue reactiva se considerara un diagnostico presuntivo de infeccion 7.
Prueba de ELISA

Su principal caracteristica es poseer una sensibilidad y especificidad cercana al 100%,
detecta anticuerpos y/o antigenos, para su uso es necesario contar con el equipo lector de
ELISA. La especificidad va a depender de la calidad del antigeno, este es uno de los
componentes que define su generacion, por ejemplo, los de tercera contienen péptidos
recombinantes/sintéticos de VIH-1, VIH-2 y el antigeno VIH-1 del grupo 0, detecta
IgG/IgM, mientras que los de cuarta cuentan con los mismos componentes, pero incluye la

deteccion de los anticuerpos del antigeno p24 '8,

Si una prueba rapida resulta reactiva, posterior se debe realizar un ELISA; en el caso de que
el resultado sea el mismo, se debe solicitar otra muestra de sangre al paciente, para realizar
una segunda prueba por duplicado. Si una o ambas resultan reactivas, se considera un

diagndstico presuntivo de VIH %,

Pruebas Confirmatorias
Western Blot

La prueba tiene una alta especificidad y sensibilidad, permite detectar anticuerpos contra
diferentes proteinas del virus, utilizando antigenos de diferente peso molecular causando una
reaccion antigeno-anticuerpo, en una prueba negativa no se observan las bandas separadas,
mientras que si esta presenta anticuerpos contra los principales genes (gag, pol, env), se
considera un resultado concluyente, determinando su positividad de acuerdo a las entidades

de salud internacionales (Anexo 2) *°.

Deteccion de Acido Nucleico Viral

Es una técnica que permite detecta la presencia del virus, utilizando la amplificacion de

acidos nucleicos virales como la PCR y métodos cualitativos para detectar el material viral,
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se considera como un método de confirmacidn en nifios menores de 18 meses, nacidos de
madres con serologia positiva, también es una alternativa para confirmar casos con Western

Blot indeterminados 1°,

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Presenta una sensibilidad y especificidad igual a la de Western Blot, es mucho mas barata,
ademas el tiempo de ejecucion es menor, se utiliza para confirmar sueros positivos, y en
ciertos casos negativos. Su positividad constituye un diagndéstico definitivo de la infeccion
por el VIH, sin embargo, en los resultados negativos o indeterminados se debe repetir el

ensayo a los tres y seis meses 8.

Pruebas de Monitoreo
Contaje de Linfocitos T CD4+

La prueba se realiza cada seis meses a las personas ya diagnosticadas con VIH, para
monitorear la respuesta inmunoldgica y evaluar la eficacia del tratamiento antirretroviral, si
la carga viral de paciente disminuye los linfocitos CD4+ aumentan *°. Para cuantificar los
linfocitos se utiliza la citometria de flujo la cual nos van a aporta un valor diagndstico y

pronostico de esta infeccion 2,

Cuantificacién de la Carga Viral

Esta técnica permite determinar la cantidad de virus existente en muestra de suero o plasma,
en ocasiones sirve como método de diagndstico, también se utiliza como marcador de
replicacion del virus, ademas de monitorear el tratamiento antirretroviral. Actualmente
existen diferentes métodos de biologia molecular que nos permiten medir la carga viral como
la PCR o la reaccion de retrotranscripcion (RT-PCR), que habitualmente se lo realiza en

plasma 2L,

La muestra de sangre debe ser recolectada en tubos con EDTA y no utilizar tubos con
heparina, ya que inhibe la reaccion, la centrifugacién debe realizarse antes de 6 horas, para
mantener estable la carga viral al menos 30 horas a 4°C, ademas el nivel de deteccion es de

50 copias si se utiliza procedimientos ultrasensibles 2.
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Toxoplasmosis

Es causada por un protozoario intracelular conocido como T. gondii, es capaz de infectar a
roedores, aves, mamiferos incluido los seres humanos 2. Su estructura es arqueada,
semilunar y no presenta flagelos, tiene movimientos de rotacion helicoidal, su tamafio vario

desde 2-12 pum largo x 1,5-4 um ancho (Anexo 10) %3,

Su capacidad evolutiva le ha permitido tener una mayor prevalencia gracias a una
transmision eficiente, el hospedador definitivo es el gato, llegando a eliminar més de 100
millones de ooquistes por dia durante la infeccion aguda, que al entrar en contacto con el
medio ambiente se hacen infecciosos, siendo la fuente principal de contaminacion en

alimentos y agua 24,
Agente Etioldgico

Descrito en el afio 1908 por Nicolle y Manceaux, recibe ese nombre ya que se detectd por
primera vez en un roedor norteafricano 2%, El paréasito presenta tres formas infectantes una
de ellas son los taquizoitos que son estadios de multiplicacion rapida, otra son los bradizoitos
de multiplicacion lenta, estos se encuentran en los tejidos de los animales, mientras que los

ooquistes que contienen esporozoitos son eliminados en las heces de los felinos 2.
Factores de Riesgo

Los factores para adquirir la infeccion estan: beber agua contaminada con ooquistes, ingerir
alimentos contaminados con quistes tisulares principalmente de carne de cerdo y cordero
cruda o poco cocida. También se ha asociado al consumo de ostras, moluscos, almejas crudas
y verduras o frutas sin lavar 2°. Otros factores de riego que pueden intervenir es la edad,
género, nivel educativo, nivel socioecondémico, los antecedentes culturales, el estilo de vida,
vivir en areas rurales, la proximidad a los gatos, el contacto con la tierra, embarazo, nimero
de nacimientos, viajes frecuentes a areas endémicas del paréasito, y el genotipo/virulencia de

la cepa 2.

Cabe mencionar que pueden ser facilmente modificables y la reduccion de su impacto podria
reducir potencialmente la prevalencia de la infeccidn, para ello los centros de atencion de

salud deben tener en cuenta todos los factores de riesgo para minimizar la carga de la

22



enfermedad, particularmente en ciertos grupos o poblaciones vulnerables, debido a que
actualmente no se dispone de una cura para la etapa quistica persistente .

Ciclo Bioldgico
Reproduccion Sexual

Su ciclo comienza cuando los gatos ingieren carne infectada con quistes tisulares, estos
tienen una pared rica en glicoproteinas y son resistentes a los factores externos. Al ingresar
al tracto gastrointestinal del hospedador por la accion de las enzimas digestivas se van a
liberan los bradizoitos, estos invaden a los enterocitos, para formar la vacuola parasitéfora
intracelular (VP) ?’. En la VP los bradizoitos dan origen a una célula femenina y célula
masculina que pueden desplazarse sobre el epitelio intestinal que al unirse aparece el cigoto,
el cual presenta una cubierta rigida para dar lugar al ooquiste, y finalmente ser excretado al

ambiente %’
Reproduccion Asexual

Su proceso ocurre en los hospederos intermediarios, uno de ellos es el ser humano, que al
ingieren ooquistes presentes en fuentes de agua u hortalizas contaminadas, llegan al intestino
donde se liberan los esporozoitos de los ooquistes propagandose por el epitelio intestinal
alojandose en la VP, dando origen a la aparicion de los taquizoitos, los cuales se proliferan

y destruyen los epitelios, atravesando la lamina basal hasta llegar al sistema sanguineo 2’

Al llegar al sistema sanguineo, se van a distribuir por todo el organismo ya sea de forma
libre o dentro de los macrofagos, la proliferacion y diseminacion producen dolor muscular,
dolor de cabeza, fiebre, entre otros sintomas, principal caracteristica de una toxoplasmosis
aguda que desaparece después de 1-2 semanas. Los taquizoitos son los responsables de la
destruccion tisular de 6rganos como el cerebro y el ojo, ademés de inducir al aborto en

mujeres embarazadas 2’
Manifestaciones Clinicas

Al ser una enfermedad compleja sus manifestaciones van desde una forma asintomatica a
infecciones diseminadas, los sintomas de la infeccidn en personas inmunocompetentes son
inespecificas o suelen aparecer, mientras que en individuos inmunodeprimidos pueden ser

graves e incluso provocar su muerte 28,
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Formas Clinicas
Pacientes Inmunocompetentes

En general la infeccidn es asintomaética, sélo el 10-20% de las personas poseen sintomas que
aparecen después del periodo de incubacion que varia entre los 5 a 18 dias, la mayoria de las
cuales son inespecificas: fiebre moderada, escalofrios, sudoracion, cefalea, mialgias, sin
embargo, en ocasiones existen casos severos que presentan encefalitis, hepatitis, miocarditis,

y coriorretinitis, aunque esta ultima se observa en las formas congénitas 2°.
Pacientes Inmunocomprometidos

Las manifestaciones clinicas pueden deberse a la aparicién de una infeccion nueva o latente,
la toxoplasmosis se manifiesta como una infeccion aguda, con tendencia a atacar al sistema
nervioso central, corazon, pulmones y en sitios donde la respuesta inmunitaria es limitada,
el 60% de los pacientes presentan alteraciones en el estado mental. Es importante mencionar
que en individuos con un recuento menor a 200 células/mm? de linfocitos TCD4+ tienen un

alto riesgo de contraer esta infeccion 2°.
Fase Congénita

Es una infeccion primaria, asintomatica y se adquiriere durante el periodo de gestacion,
presenta un riesgo de transmision y severidad fetal basada en la edad gestacional y el titulo
de los anticuerpos; por tanto, durante primer trimestre va del 0-9 % y en tercer trimestre de
35-59 %. La transmision hacia el feto causa: hidrocefalia, microcefalia, coriorretinitis,

ceguera, retardo mental, ictericia, aborto y muerte fetal 22.
Fase Ocular

Es una de las afectaciones poco frecuentes, se estima que se produce entre 1-2% de las
personas infectadas y se relaciona a la pérdida de vision, la lesion se caracteriza por la
inflamacion del tracto uveal, la cual inicia en la retina hasta expandirse a las coroides, la
aparicion de sintomas van a depender del genotipo del parasito debido a que este desempefia
un papel importante en los pacientes inmunocomprometidos, puede existir necrosis celular

debido al aumento de taquizoitos que desencadena una serie de reacciones inflamatorias 2.
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Fase Cerebral

Es una infeccion oportunista del SNC que ocurre especialmente en personas
inmunocomprometidos, es el resultado de una infeccion que ha permanecido latente y se
reactiva cuando el individuo se encuentra inmunosuprimido *¢. Se presenta cuando el
recuento de TCD4+ es menor a 200 células/mm? y tienen deterioro neurolégico subagudo

siendo las lesiones cerebrales la principal causa de mortalidad en este grupo de pacientes *°.
Métodos de Diagnostico

La toxoplasmosis se puede diagnosticar de manera directa o indirecta. EI método directo
tiene como objetivo la identificacion del parasito en muestras de tejido o liquidos corporales.
Entre las técnicas mas utilizadas estan: ensayo de PCR, observacion en fresco, tinciones
citologicas, estudios histopatoldgicos y aislamiento del parésito. EI método indirecto esta
basado en la deteccion de anticuerpos especificos en muestras como: plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, amniotico e intraocular. Entre las técnicas mas usadas estan; la prueba de
Sabin y Feldman, aglutinacién en latex, hemoaglutinacién, Inmunofluorescencia Indirecta
(IFAT), ELISA y Western Blot 3,

Deteccion Directa
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la técnica de PCR se busca la presencia del parasito a través de la identificacion de
fragmentos de ADN especificos, del cual existe 35 copias del genoma perteneciente al Gen
B1, utilizados en la deteccion del ADN, seguido por la regidn repetitiva de 529 pares de
bases (pb), que tiene aproximadamente 300 copias en el genoma 3. En pacientes
inmunodeprimidos bajo sospecha de toxoplasmosis, la técnica de PCR en muestras de: orina,
sangre, lavado broncoalveaolar, liquido cefalorraquideo es considerado como un apoyo
importante en el diagnostico. Los valores de la especificidad y sensibilidad si la muestra esta

en perfectas condiciones pueden llegar al 100% 2.
Histopatologia

La deteccion de taquizoitos en estudios histoldgicos suelen corresponder al diagnostico de

una infeccion aguda, en contraste, la deteccion de quistes tisulares confirma una infeccion
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latente o una enfermedad por reactivacion. Las muestras obtenidas como: autopsias, biopsias

se tifien con la tincion de hematoxilina-eosina, Wright o Giemsa 3.
Aislamiento del Parasito

La deteccion puede realizarse mediante la inoculacion de ratones o cultivos celulares a partir
de muestras de tejido o fluidos del paciente. El aislamiento es una técnica en la que se trabaja
con el parasito vivo, de baja sensibilidad, pero muy util para la tipificacion de este. En la
fase aguda o en una reactivacion de la infeccion en pacientes crénicos es posible el

aislamiento de taquizoitos 34,
Deteccion Indirecta
Tincién de Sabin-Feldman

Sabin y Feldman en 1948 desarrollaron un ensayo capaz de detectar anticuerpos contra T.
gondii, utilizando al azul de metileno como agente de tincion. En la actualidad esta prueba
sigue vigente en los laboratorios especializados, debido a su alta sensibilidad y especificidad.
La técnica se fundamenta en colocar una suspension de taquizoitos vivos con el suero del
paciente y posteriormente agregar el azul de metileno. En el caso de existir anticuerpos en
la muestra, por efecto de los factores del complemento, los paréasitos se lisan perdiendo asi
la capacidad de captar el colorante permaneciendo incoloros bajo el microscopio. Por Gltimo,
se contabiliza los taquizoitos no tefiidos (muertos) y tefiidos (vivos) para establecer el titulo

de la reaccion del paciente 2.
Pruebas de Aglutinacién

Para el diagndstico existen diferentes ensayos de aglutinacion. Estos consisten en la
formacion de agregados en particulas suspendidas, que pueden ser anticuerpos de T. gondii
0 antigenos totales presentes en el suero. La hemoaglutinacion indirecta (HAI), utiliza los
gldbulos rojos sensibilizados con antigenos solubles de T. gondii, mientras que la prueba de
aglutinacion de latex (LAT) emplea antigenos solubles conjugados con particulas de latex.
En las dos pruebas se ve una aglutinacion si los anticuerpos se encuentran presentes en el
suero. Asi mismo, la técnica de aglutinacion directa (AD) utiliza una microplaca recubierta
de taquizoitos fijados con formalina, en el caso de que el suero presente anticuerpos se

observara una aglutinacion. El test de aglutinacion modificada (MAT), tiene una pequefia
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modificacion respecto al anterior, la forma de preparar el antigeno y el tiempo de incubacion
cambia. Todas las pruebas de aglutinacion se emplean para la deteccion de IgG, a excepcion
de la LAT que también detecta la IgM .

Inmunofluorescencia Indirecta

Este método tiene una alta sensibilidad y especificidad para identificar anticuerpos contra T.
gondii tipo IgG presentes en el suero. EIl principio de esta prueba consiste en el uso de
portaobjetos con antigeno total de trofozoitos previamente fijados, listos para identificar
inmunoglobulinas especificas contenidas en el suero del paciente. Para observar la reaccién
antigeno-anticuerpo se necesita de un microscopio de fluorescencia. Cuando la reaccion es
positiva presenta una fluorescencia de color amarillo verdoso brillante y mientras que si se

observa un color rojo sin fluorescencia es negativo *°.
Ensayo de ELISA

La técnica de ELISA es la prueba mas utilizada en la deteccion cuantitativa de anticuerpos,
con una alta especificidad y sensibilidad. Consta de un antigeno o anticuerpo en la fase
solida, es decir un antigeno o anticuerpo codificado por una enzima y el sustrato dicha
enzima. Este ensayo nos permite detectar anticuerpos de tipo 1gG, IgM e IgA contra el
parasito en suero del paciente. Existen diferentes tipos de ELISA, siendo los mas comunes:

el sandwich y el indirecto ¥'.
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA
Enfoque de la Investigacion

Tiene un enfoque cualitativo, debido a que se obtuvo informacion de diversas fuentes
bibliograficas relacionadas al tema "toxoplasmosis en pacientes con VIH, diagndstico de

laboratorio” publicadas en articulos cientificos previo al desarrollo de esta investigacion.
Tipo de Investigacion

Segun el Nivel

La presente investigacion tiene un nivel descriptivo, debido a que se desarroll6 a partir de la
recopilacién y selecciéon de informacién de naturaleza cientifica y caracter clinico. De la

informacion seleccionada se analizé la informacion mas relevante.

Segun el Disefio

La investigacion tiene un disefio de tipo bibliografico - no experimental debido a que no se
manipulé las variables de investigacion, la recopilacion de informacion se basd en
publicaciones de articulos cientificos obtenidos de los siguientes sitios web: Google

Académico, ProQuest, Redalyc, Elsevier, Scielo y PubMed.

Segun la Secuencia Temporal

La investigacion fue de tipo transversal, ya que ¢l trabajo se realiz6 en un periodo de tiempo

determinado con un solo bloque de resultados.
Segun la cronologia de los hechos

La investigacion fue de tipo retrospectiva, puesto que se obtuvo informacion de diferentes
publicaciones bibliograficas realizadas en los ultimos 10 afios, esto permitid analizar,
comparar y discutir la informacion relevante referente a la toxoplasmosis en pacientes con
VIH.

Poblacion

La poblacion quedo conformada por 50 articulos cientificos, de fuentes primarias y

secundarias a partir de palabras claves que abordan el tema, publicadas en los ultimos 10
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afios e indexadas en bases de datos como: Google Académico (15), ProQuest (5), Redalyc
(7), Elsevier (4), Scielo (5), PubMed (14).

Muestra

De un total de 50 articulos cientificos se escogio 30 articulos, aplicando los criterios de
inclusion y exclusion en relacion al tema planteado: Google Académico (12), ProQuest (3),
Redalyc (2), Elsevier (1), Scielo (1), PubMed (11).

Criterios de Inclusion y Exclusion

Criterios de Inclusién

e Publicaciones realizadas en los ultimos 10 afios.
e Revistas relacionadas con el tema central y subtemas.

¢ Revistas cientificas publicadas en espafiol e inglés.

Criterios de Exclusion

e Publicaciones de revistas cientificas que no presentaban manifestaciones clinicas y
resultados de laboratorio.
e Fuentes bibliograficas que no tengan ningun valor cientifico.

e Publicaciones en idiomas diferentes al espafiol e inglés.
Método de Estudio

La presente investigacion bibliografica aplicé el método tedrico que permitio el analisis de
articulos cientificos, libros y publicaciones del tema, proporcionando asi informacion viable

para su desarrollo.
Metodos Empiricos
Analisis Documental

Al realizar el analisis de los articulos cientificos se logré evaluar la prevalencia de la
infeccion en personas con VIH, logrando asi estimar el riesgo de la toxoplasmosis en este

grupo vulnerable.
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e Meétodos Teoricos

Mediante la revision de articulos cientificos se pudo conocer los avances que ha tenido el
tema en el transcurso del tiempo, asi como la importancia de la investigacién con mira al
futuro. Con la informacién obtenida en los diferentes articulos se realizé un analisis de la

prevalencia de la infeccion.
e Métodos Estadisticos
Analisis de datos y porcentajes estadisticos.

Técnicas y Procedimientos

La técnica que se utilizo fue la recoleccion y seleccion de datos, mediante el analisis de
informacion obtenida de manera descriptiva de articulos cientificos, libros digitales y

revisiones bibliograficas.

Procesamiento Estadistico

El proyecto de investigacion se desarrolldé mediante el analisis e interpretacién de los

resultados alcanzados de los diferentes articulos cientificos.

Consideraciones Eticas
Al tratarse de una revision bibliografica no requiere de un comité de bioética, ya que la

muestra utilizada no fue de origen bioldgico, respetando asi todas las consideraciones éticas

que requiere una investigacion cientifica.
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Estrategia de busqueda bibliogréafica

DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

v

¢Cual es la prevalencia de la toxoplasmosis
en pacientes con VIH, en base al diagndstico
de laboratorio?

\

|

Busqueda de fuentes de informacion

'

Evaluar la prevalencia de la toxoplasmosis en
personas con VIH, en base al diagndstico de
laboratorio mediante el analisis de revistas

cientificas.

Identificacion de conceptos:
VIH, toxoplasmaosis, manifestaciones clinicas,

factores de riesgo, métodos de diagndstico.

Eleccion del idioma: revistas publicadas en

espafiol e inglés

Base de datos cientifica: Revisadias: 50
Google Académico, ProQuest, Redalyc, Elsevier, |—» »  Google Académico (15)
Scielo, PubMed. *  ProQuest(5)
l e Redalyc (7)
o Elsevier (4)
Cumple los criterios de inclusion . Scielo (5)
Incluye informacién relevante para el desarrollo e PubMed (14)
del proyecto, articulos publicados en los Gltimos
10 afios tanto revistas cientificas, sitios web y ¢
libros. <«—— | Utilizar los criterios de inclusion y exclusion
para la eleccion de articulos y libros
‘ ¢
Articulos seleccionados: 30
Google Académico (12) No cumple con los criterios de inclusién
ProQuest (3) Publicaciones que no contienen informacion
Redalyc (2) de manifestaciones clinicas y resultados de
Elsevier (1) laboratorio, articulos en idiomas diferentes al
Scielo (1) espafol e inglés.
PubMed (11) l
l Articulos excluidos: 20
Google Académico (3), ProQuest (2),
Andlisis y parafraseo de la informacién. Redalyc (5), Elsevier (3), Scielo (4)
PubMed (3)
Anexo 13. Articulos seleccionados para el desarrollo de l

la investigacion

Articulos descartados

31




CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se analiza los resultados de investigaciones previas de diversos documentos
de sitios web confiables, los mismos fueron seleccionados de acuerdo a los criterios de
inclusion mediante la seleccion de 30 articulos cientificos que aportaron informacién

relevante para desarrollar los objetivos planteados.

En las tablas se reflejan la recopilacion de datos relacionados a pruebas de laboratorio,

manifestaciones clinicas y factores de riesgo asociados a la aparicion de toxoplasmosis.
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Tabla 1. Pruebas de seguimiento de VIH, deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma y manifestaciones clinicas

PRUEBAS DE LABORATORIO

Recuento de linfocitos

Anticuerpos anti-

Carga viral (CV %)

TCD4+ (%) Toxoplasma
) ) ) Carga Carga Carga
Estadio Estadio Estadio ) ) )
viral viral viral alta
1 2 3 _ _ MANIFESTACIONES
baja media .
_ 200 - CLINICAS
Autores  Poblacion 51 - 10.000 -  100.000 -
> 500 499 <200 IgG IgM
1.000 100.000  1.000.000
células/  células/  células/ ) _ )
copias/ copias/ copias/
mms, mms, mms,

mms, mms. mms,

Arechlia 80 4% 14%  79% 30% 13% 33% 100% o Cefalea

e Vomitos
etal. %
e (Cefalea
Canar et 69 28,99% 31,88% 39,13% No detectado 100% e Ataxia
al. 39 e Convulsiones
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Cefalea

Marochi 44 0% 50% 50% 0% 22% 88% 4% Convulsiones
etal. 40
Coletti et No fal
235 28,1%  28,4% 22% 26,9% 39,3% 26,5% Cefalea
al. 4 detectado Ataxia
Acevedo fal
84 0% 14,71% 85,29% No detectado Cefalea
etal. #? detectado Convulsiones
Azovtsev i
90 10%  20%  70% 17,8% 82,2% 0% 100% Ataxia
aetal. 4
Luma et Cefalea
97 0% 26,8%  73,2% No detectado 100% Fiebre
al. % )
Convulsiones
Carrillo ;
L 100 0%  25%  75% 0% 34% 66% 3% Convulsiones
et al.
Déavila et Cefalea
ol 46 72 8,3%% 125%  79,2% No detectado 100% Fiebre
Convulsiones
Rezanez N
0
had et al. 90 146% 388%  46,6% No detectado
detectado Cefalea
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Moro et No fal
111 40,5% 54,1% 5,4% 2, 7% 74,8% 22,5% 72,9% o Cefalea
al. 48 detectado e Convulsiones
Armijos  Reporte de No
No detectado 100% 100% No detectado 100% e Cefalea
etal. 4 un caso detectado
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Analisis

Dentro de la tabla 1, se identifica las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagnostico
de la toxoplasmosis en pacientes con VIH, donde los autores indican que el recuento
linfocitos TCD4+, la carga viral, se los clasifica segun su estadio y los niveles de IgG e
IgM son las pruebas mas utilizadas al igual que las manifestaciones clinicas que forman
parte fundamental para el diagnostico, para ello articulos seleccionados que aporten con

este tipo de informacion nos seran ttiles en el desarrollo de la discusion.
Discusion

Para Coletti "et al." *! en su estudio realizado en Cérdoba, el recuento de TCD4+, se debe
clasificar segin su estadio, ademas la deteccion del ARN viral nos permite evaluar
actividad de replicacion del virus, la carga de la infeccion, y determinar el estado de
sistema inmune, la relacion L TCD4/CD8 son marcadores clinicos e inmunoldgicos de

severidad.

Arrechiia “et al.” *® realizo una investigacion en el Hospital Teodoro Maldonado tomando
en cuenta a 80 pacientes con VIH, de los cuales el 79% tenian conteos de TCD4+ menores
a 200 cel./mm?, el 14% presentaban niveles de entre 200 a 499 cel./mm? y s6lo en el 4%
mayores a 500 cel./mm?® y una carga viral alta en 33% de la poblacion, mientras que

> 46

Davila “et a en la misma ciudad el 51.4% tuvieron un conteo de TCD4+ menor de

100 cel./ mm?.

Cafiar “et al.” 3 también incluyo los mismos estudios, pero en la ciudad de Loja con 69
pacientes con el 39,13% presentaron linfocitos TCD4 < de 200 cel./ mm?, 31,88% entre
200-500 cel./ mm?, y solo el 28.99% de los pacientes presentaron TCD4+ mayor de 500
cel./ mm? al igual que Carrillo “et al.” ** también identifico el nivel de carga viral >
100.000 copias/mm? es mayor en hombres a comparacion con las mujeres en la ciudad de

Guayaquil.

Coletti "et al." *' menciona que los anticuerpos IgG, nos indican una respuesta de memoria
frente a una infeccion cronica y en su estudio encontr6 que, en la poblacion total, el 28%
de estos pacientes presentaron anticuerpos IgG anti 7. gondii al igual que Marochi "et al."

40y Acevedo "et al.” *? observaron que en 32 (96%) pacientes y en 45 pacientes (95.74%)

36



fueron reactivos en anticuerpos IgG anti 7. gondii, todos estos autores presentaron

recuentos por debajo de los 200 cel/mm?.

Azovtsevan "et al." *3 también tomo en cuenta la carga viral en pacientes que ya fueron
diagnosticados con toxoplasmosis cerebral y encontrd una proporcion de individuos con
carga viral suprimida fue menor a comparacion aquellos con una carga viral superior a 50
copias/ mm?. Mientras que Coletti "et al." #! present6 que, en la poblacion total, la carga
viral fue detectada entre 26,5-39,3%, el cual corresponde a 40-400 copias/mm?, lo que
significa que la incidencia de toxoplasmosis cerebral aumenta significativamente con un
recuento de TCD4 inferior a 100 cel./ mm?, y con una carga viral del VIH superior a 50

copias/ mm?>.

1." * presentd la prevalencia de encefalitis por toxoplasma del 14,4%, de los

Luma "et a
97 casos, el 52,6% eran mujeres, con la mediana del recuento de células TCD4 fue de
68/mm?>, teniendo el 73,2% menos de 100 células/mm3 y los hombres tenian recuentos
medios de células TCD4 maés bajos, esto lo comparamos con los estudios de Azovtseva

1." 3 en el cual menciona que de los 90 pacientes diagnosticados con 75,5% eran

"et a
hombres y el 24,4% mujeres siendo los hombres mas propensos a contraer enfermedades

oportunista.

Por otro lado, Rezanezhad “et al.” 4’

concluye que seroprevalencia de Toxoplasma -1gG
fue de 21,1% de los pacientes VIH positivos y podrian presentar un riesgo de desarrollar
una reactivacion de toxoplasmosis, especialmente cuando los recuentos de células TCD4

son menores a 100. células/mm?>, para Moro “et al.” *

que de 332 pacientes con
VIH/sindrome de inmunodeficiencia (SIDA) que fueron evaluados, 111 tenian serologia

para toxoplasmosis y con conteo de TCD4 <200 cel./mm?.

Al 1igual que las pruebas de laboratorio, las manifestaciones clinicas nos aportan al

1." * con base en su estudio propone

seguimiento de la toxoplasmosis cerebral Luma "et a
que la fiebre y cefalea fueron los sintomas mas comunes en el 92,8% y el 87,6% de los
pacientes al igual que D4vila "et al." *¢ en donde presentaron cuadros de cefalea y fiebre,

acompafiado de crisis convulsiva y/o deterioro de la conciencia.

Marochi "et al." *° presenta un estudio en Sdo Paulo, Brasil en donde el principal sindrome

neurologico observado fue la cefalea; sin embargo, 12 pacientes (26%) presenta

L" 42

meningoencefalitis, Acevedo "et a en Lima, Pert encontr6 que la cefalea estd
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presente en 61 casos (72.62%) mientras que Carrillo “et al.” ** y Armijos “et al.” %
presentaron sindrome de hipertension endocraneana, hernia cerebral y cefalea,
encontrando en 17 de ellos tuvieron deterioro del estado de la conciencia y 9 tenian

vOmitos.

Para Arrechtia “et al.” 3® el sintoma mas predominante fue la cefalea con un 81%, 43%
nauseas, vomitos 31% y crisis convulsivas21%, Cafar “et al.” 3° revela que dentro de la
Toxoplasmosis cerebral la cefalea, ataxia y las convulsiones son las manifestaciones mas
frecuentes en los pacientes. Moro “et al.” *® las manifestaciones de esta enfermedad
dependen de la ubicacioén en el cuerpo y del nimero de lesiones. Los sintomas mas
comunes incluyen déficits motores focales, hemiparesia, ataxia, trastornos sensoriales,
trastornos del habla, dolor de cabeza intenso, convulsiones, confusion mental, letargo y

alteraciones visuales.
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Tabla 2. Métodos de diagnostico de toxoplasmaosis, sensibilidad y especificidad

Seroprevalencia
Autor Tipo de muestra Método Sensibilidad Especificidad
Hombres % Mujeres %
Marochi et al *° LCR PCR 50% 95% 44%
Coletti et al #! Suero ELFA 100% 98,4% 27,2% 28.,8%
Suero ELISA 98,25% 98,45%
Azovtseva et al ¥ 75,5% 24.4%
LCR PCR 65% 100%
Walle et al >° Suero ELISA 97,2% 93,8% 41,7% 58,3%
Kodym et al °! Suero ELISA 97.2% 93,8% 40,2% 43.5%
ELISA IgG 98.,25% 98.45%
Suero
Rosmati et al 52 Captura-ELISA 98,9% 98,5% 94.6% 5.4%
Sangre Total PCR 97% 100%
Rezanezhad et al > Suero ELISA 97.2% 93,8%
21,3% 20,7%
Sangre Total PCR 97% 100%
Tegegne et al > Suero Toxo-latex 96,1% 89.6% 67,7% 90,8%
Shen et al > Suero ELISA 97,2% 93,8% 7,7% 15,9%
Suero ELISA 95,4% 98.7%
Pawelczyk et al > 50%
Sangre Total PCR 97% 100%
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Zakari et al >’ Suero ELISA 97.2% 93,8% 0% 32,6%
ELISA 100% 97,4%
Enah et al *® Suero 45.7% 55%
Inmunocromatografica 91,6% 99%
Mao et al *° Suero ELISA 98.,4% 99,4% 9,05% 9,22%
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Analisis

Enla tabla 2, se identificaron cada uno métodos utilizados en la deteccion de 7. gondii, como:
la técnica de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas, (ELISA), Enzima Vinculada a
Ensayo Fluorescente (ELFA), Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), aglutinacion en
latex y pruebas de inmunocromatografica, ademas se incluyd la seroprevalencia entre

hombres y mujeres.
Discusion

Marochi “et al.” 40

menciona que la toxoplasmosis cerebral se detecta con métodos
histopatologicos o por PCR en LCR con una sensibilidad y especificidad de 50%-95%, esta
ultima estaba disponible en 17 (38%) pacientes y solo fue positiva en 3 (17%) y so6lo en 1
paciente se realizd biopsia cerebral, confirméndose el diagndstico de toxoplasmosis cerebral.

L” 52

Rostami “et a utilizo el mismo método, pero con sangre total y obtuvo una de las

muestras fue detectada positivamente mediante PCR.

Coletti “et al.” *! utilizé el método ELFA automatizado para la cuantificacion de IgG, IgM
especificas para 7. gondii, este tiene una sensibilidad 100% y 98,4% de especificidad, se
observo que, en la poblacion total, el 28% de estos pacientes presentaron anticuerpos de tipo
IgG, mientras que 72% fueron serologia negativa. Los pacientes de sexo masculino tenian
una prevalencia de 27,2%, mientras que para el sexo femenino fue 28,8% y no se encontrd

cambios significativos en ambos grupos.

Rezanezhad "et al." >3

realizo un estudio acerca de la prevalencia de la infeccion parasitaria
en aquellos pacientes con VIH de Jahrom, Iran, mediante la técnica de ELISA, analizando
los anticuerpos IgG, con una sensibilidad del 97,2% y una especificidad del 93,8%,
considerando positiva una muestra de paciente con un valor de corte mayor o igual a 50
Ul/ml, lo que significa que tuvieron un contacto previo con 7. gondii. Los titulos de IgG
inferiores a 50 Ul/ml se consideraron negativos, y como resultado el titulo de IgG fue
superior a 1.000 Ul/ml se encontr6 en el 57,9% de los pacientes y la seroprevalencia de

anticuerpos IgG anti- 7. gondii entre los participantes VIH positivos fue del 21,1%.

Walle “et al.” 3 presento una seropositividad anti- 7. gondii IgG, con un nimero
significativamente mayor de varones afectados que de mujeres, por lo contrario, Tegegne “et
al.” >* menciona que la prevalencia de seropositividad anti-7. gondii fue mayor en mujeres

que en los hombres. Mientras que Kodym “et al.” >! 1a prevalencia de serologia positiva para
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Toxoplasma fue del 40,2% en hombres infectados por el VIH y del 43,5% en mujeres
infectadas por el VIH.

Rostami “et al.” > también utilizan los métodos de ELISA, sin embargo, este ultimo opto
por Captura-ELISA en 94 muestras de suero analizadas de pacientes con VIH/SIDA, 18
(19,1%) muestras tenian anticuerpos IgG anti 7. gondii, cinco (5,3%) fueron positivas para
antigenemia de T. gondii mediante captura-ELISA. Ademas, Tegegne "et al." 3 utilizo una
prueba rapida de aglutinacion Toxolatex el kit tiene una sensibilidad y especificidad

diagnostica del 96,1% y 89,6%.

Por otro lado, Shen "et al."

, anexd los anticuerpos IgM, dando como resultado una
seroprevalencia de anticuerpos IgG anti- Toxoplasma fue del 9,7% en pacientes con VIH,
mientras que los anticuerpos IgM anti- Toxoplasma demuestra la presencia de una infeccion
reciente por primera vez. También entre todos los pacientes con VIH/SIDA, 15 hombres
(7,7%) y 10 mujeres (15,9%) dieron positivo para anticuerpos IgG anti- 7. gondii; sin

embargo, no se encontrd ninguna diferencia con relacion a la seroprevalencia de anticuerpos

IgG anti- Toxoplasma entre hombres y mujeres.

Enah “et al.” °® comenta que la deteccidn seroldgica de la infeccién por Toxoplasma se lo
puede detectar con una prueba rapida Aria Toxo IgG/IgM Combo con una precision del
94,9% y 97,8% de IgG e IgM respectivamente, este es un inmunoensayo cromatografico de
flujo lateral, se reportd en total, 43 hombres (45,7%) y 127 mujeres (55%) presentaron

anti- 7. anticuerpos gondii.

Por ultimo, Pawelczyk “et al.” > de 152 infectados por VIH en el seguimiento de rutina
sometidos a pruebas de IgM fue de 3,9% y la prueba de IgG fue 32,9% para T gondii fueron
positivos, Zakari “et al.” °’ la seroprevalencia de anti-T. gondii IgG e IgM fue del 29,4% y
4,4%, respectivamente, entre las mujeres embarazadas con VIH seropositivos y del 28,1% y
3,1%, respectivamente, entre las mujeres VIH seronegativas. Mao “et al.” *° de los 332
pacientes con VIH/SIDA que fueron evaluados, 111 tenian serologia para toxoplasmosis,

todos fueron detectados por ELISA.
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Tabla 3. Factores de riesgo asociados a toxoplasmosis en personas con VIH

Autores Poblacion Factores de Riesgo

Seroprevalencia
OR - (IC 95%)

Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 4,34

Edad > 25 afios 3,08

Seyoum et al. 1.647 Consumo de carne cruda o poco cocida 2,43
Consumo de vegetales crudos 1,14

Fuente de agua potable insegura 0,80

Consumo de carne cruda o poco cocida 5,73

Walle et al. >° 103 Edad de 21-30 afios 5,58
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 4,29

Consumo de carne cruda o poco cocida 3,51

Tegegne et al. > 135 Edad > 48 afios 3,00
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 1,19

Edad > 35 afios 2,93

Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 2,35

Barros et al. ® 103 Fuente de agua potable insegura 1,55
Consumo de vegetales crudos 1,36
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Consumo de carne cruda o poco cocida 1,23
Edad > 45 afos 7,20
Tsegaye et al. ©2 170 Consumo de carne cruda o poco cocida 4,36
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parésito 3,41
Edad 28-37 afios 2,57
Ayalew et al. & 270 _

Consumo de carne cruda o poco cocida 6,61
Edad 25-34 afios 0,84
Contacto con el suelo 0,49

Avi et al. ® 125 : : -
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 0,48
Consumo de carne cruda o poco cocida 0,23
Nikbakht et al. 64 Consumo de carne cruda o poco cocida 4,06
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 3,38
) Edad 41-50 afios 2,33

Sayuri et al. ® 200 _

Consumo de carne cruda o poco cocida 1,74
Consumo de vegetales crudos 2,24

Safarpour et al. ¢’ 111 : : :
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 1,88
Consumo de carne cruda o poco cocida 0,74

Waenurama et al. 300 _ _ :
Contacto con heces contaminadas con ooquistes del parasito 0,27
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Andlisis

En la tabla 3, se detalla los principales factores de riesgo asociados a la toxoplasmosis en
personas con VIH, en la misma se utiliza dos métodos estadisticos; la regresion logistica
(OR) e intervalo de confianza del 95%, en donde los diferentes autores destacan el consumo
de agua potable de fuentes inseguras, la ingesta de carne poco cocida o cruda y el contacto
con heces contaminadas con ooquistes del parasito.

Discusion

Seyoum “et al.” ® en su estudio realizado en Etiopia de seropositividad contra T. gondii en
personas infectadas con VIH, menciona que las condiciones climaticas de esta region
favorecen a la supervivencia de este parasito, asi como las costumbres alimentarias de sus
habitantes. Se estima que la prevalencia de anticuerpos fue del 85,7%, también destaca
algunos factores de riesgo para contraer la infeccion, donde el contacto con las heces de gato
contaminadas (OR: 4,34), la edad > 25 afios (OR: 3,08) y el consumo de carne poco cocida
(OR: 2,43) mostraron efectos significativos estadisticamente, mientras que otros factores no
mostraron efectos significativos como: consumo de vegetales crudos (OR: 1,14) e ingesta de

agua potable de fuentes inseguras (OR: 0,80).

Walle “et al.” *° en Etiopia, evalu6 la prevalencia de anticuerpos IgG anti-T. gondii en
personas con VIH antes del TAR y en donantes de sangre aparentemente sanos, ademas en
su investigacion resalta los posibles factores asociados a la seroprevalencia de toxoplasmosis
como: el consumo de carne semi cruda, el contacto con heces de gato contaminadas y tener
la edad de 21-30 afios. Asi mismo, Tegegne “et al.” >* en su estudio realizado en pacientes
con VIH, menciona algunos factores predisponentes asociados a la infeccidn entre los que
se encuentran: el consumo de carne (OR: 3,51), el contacto con heces de gato contaminadas

(OR: 1,19) y estar en el grupo de edad > 48 afios.

Barros “et al.” %! en su investigacion en pacientes inmunodeprimidos resalta los principales
factores de riesgo asociados a la aparicion de toxoplasmosis, mediante un rango de intervalos
de confianza del 95%, en donde destaca la edad (2,93%), contacto con heces de gato
contaminadas (2,35%), consumo de agua de fuentes inseguras (1,55%), ingesta de carnes y
vegetales crudos (1,23-1,36%). Tsegaye “et al.” ®2en su estudio en 170 personas con VIH al

sur Etiopia, menciona que los factores predisponen para la exposicion al contagio de
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toxoplasmosis son: la edad, el consumo de carne cruda, contacto con heces de gato

contaminadas, coincidiendo asi con los autores ya expuestos anteriormente.

Ayalew “et al.” ® en su estudio realizado en el Hospital General Mizan Aman en Etiopia,
destaca los principales factores de riesgo en mujeres infectadas por VIH en edad fértil, en
donde menciona que las mujeres entre 28-37 afos tienen mayor probabilidad de ser
seropositivas, asi mismo se encontrd6 que el consumo de carne cruda estd asociado
significativamente con la aparicion de la infeccion. Ayi “et al.” ® en su estudio realizado en
125 personas seropositivas por VIH en Accra, Ghana detectd anticuerpos especificos anti-
Toxoplasma IgG e IgM, mediante la técnica de ELISA en donde la seroprevalencia fue de
57,6%. La exposicion a factores de riesgo como: el contacto con heces de gato contaminadas,
asi como el consumo de carne cruda no mostro ninguna asociacion estadisticamente

significativa contra la infeccién en el estudio.

Nikbakht “et al.” ®® en Iran evalué la seroprevalencia de la toxoplasmosis en pacientes VIH
positivos y sanos, donde destacé el consumo de carne poco cocida (OR: 4,06) como un factor
de riesgo asociado a pacientes inmunosuprimidos. Sayuri “et al.” % en su estudio realizado
en Brasil, resalto que el contacto con heces de gato contaminadas es el factor mas
significativo para la aparicion de la infeccion, seguido del consumo de carne poco cocida de

origen vacuno.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Para el diagnostico en pacientes con VIH que presentan toxoplasmosis las pruebas
utilizadas son la identificacion de anticuerpos IgG anti-toxoplasma que pueden
elevarse durante una infeccion activa, mientras que las pruebas de monitoreo de VIH
van a presentar un recuento de linfocitos CD4+ < 200 cel./mm3y niveles superiores a
1000 copias/mm3 de la carga viral, ademas la cefalea, convulsiones y ataxia son las

manifestaciones clinicas mas comunes.

El método de ELISA es la principal técnica de diagndstico debido a que la mayoria
de laboratorio poseen esta prueba, tiene una sensibilidad de 97,2% y especificidad
93,8%, mientras que ELFA posee una sensibilidad y especificidad mayor a la anterior
sin embargo no todos los laboratorios cuentan con esta técnica de diagndstico, por
otro lado, la PCR tiene una mayor especificidad y menor sensibilidad a comparacién
de los anteriores métodos.

Entre los factores de riesgo predisponentes para la aparicion de toxoplasmosis en
pacientes con VIH esta la edad, el consumo de agua potable de fuentes inseguras, la
ingesta de verduras y carne poco cocida, asi como el contacto con heces contaminadas

con ooquistes del parasito.
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RECOMENDACIONES

La toxoplasmosis en pacientes inmunodeprimidos puede ser mortal sin un previo
tratamiento, es por esto que el diagnostico precoz de la infeccidn en pacientes con
VIH es de vital importancia, por lo que se recomienda seguir realizando
investigaciones en el pais y especialmente en la ciudad de Riobamba para disminuir

la prevalencia y mortalidad en estos pacientes.

Los pacientes con VIH deben recibir informacion oportuna y veraz por parte del
personal médico respecto al tipo de infecciones a las que estan expuestos, con el
objetivo de que exista un mejor control en la coinfeccion por microorganismos

oportunistas.

La mejor medida para evitar una coinfeccion en pacientes con VIH es tomar medidas
de prevencidn como lavarse las manos después de tener contacto con gatos, evitar el
consumo de frutas y verduras mal lavadas o carnes poco cocidas. Es importante
mencionar que los pacientes infectados con VIH deben mantenerse con tratamiento

antirretroviral para prevenir la aparicion de infecciones oportunistas.
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ANEXOS

Anexo 1. Criterios de VIH/SIDA segtin Organizacion Mundial de la Salud

Etapa Caracteristicas
A e Infeccion por VIH asintomatica
e Linfadenopatia generalizada persistente
e Enfermedad VIH aguda o primaria
e Angiomatosis bacilar
e (andidiasis vulvovaginal o candidiasis oral resistente al
tratamiento
B e Displasia de cérvix uterino o carcinoma de cérvix no invasivo
e Enfermedad inflamatoria pélvica (EIP)
e Fiebre menor de 38.5 o diarrea, de mas de un mes de duracion
e Herpes zoster (mas de un episodio o un episodio con afeccion
de mas de un dermatoma)
e Leucoplasia oral vellosa
Infecciones bacterianas
e Septicemia recurrente por Salmonella
e Infeccion por Mycobacterium avium
e Infecciones por micobacterias atipicas
Viricas
e Infeccion por citomegalovirus (retinitis o diseminada)
e Infeccion por el virus del herpes simple (VHS tipos 1 y 2),
puede ser cronica o en forma de bronquitis, neumonitis o
esofagitis
Micosis
c e Aspergilosis

e C(Candidiasis, tanto diseminada como del eso6fago, trdquea o
pulmones
e Criptococosis extrapulmonar
e Neumonia por Pneumocytis jiroveci
e Toxoplasmosis neurologica
Procesos cronicos
e Bronquitis y neumonia
Procesos asociados directamente con el VIH
e Demencia relacionada con el VIH (encefalopatia por VIH)
Sarcoma de Kaposi
Linfoma de Burkit
Leucoencefalopatia multifocal progresiva
Carcinoma invasivo de cérvix

Fuente: https://www.geuvih.org/wp-content/uploads/2020/10/Infecci%C3%B3n-por-¢el-

virus-de-la-inmunodeficiencia-humana-VIH.-S%C3%ADndrome-de-inmunodeficiencia-

adquirida.pdf
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Anexo 2. Criterios de positividad para VIH por la técnica de Western Blot

Positividad frente a:

OM5 Dos glicoproteinas cualguiera de la envoltura: gpl60,
gpl20, gp4l

FDA gp24 + p 32 + dos bandas de envoltura (gp4lc gpl20
o gpl60).

CcDC gp24 + dos bandas de envoltura (gp4lo gpl20 o

gpl60) o gp4l + (gpl20 o gpl60).

Fuente: https://www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2016/09/GUIA-AT.ADULTOS-

VIH.pdf
Anexo 3. Algoritmo diagndstico de VIH en adultos.

Algoritmo 1 Algoritmo diagnéstico de VIH en adultos
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Fuente: https://es.scribd.com/document/369601967/algoritmo-flujos-HIV
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Anexo 4. Prueba rapida para deteccion de VIH
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Fuente: https://reactlab.com.ec/wp-content/uploads/2021/03/Inserto-Advin-VIH-Ag-Ab-1HIVVC-C42.pdf
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Anexo 5. Prueba Confirmatoria Western Blot

Prueba confirmatoria (WESTERN BLOT VIH - 1)
Las prushas de confirmacion tienen como objetivo verificar que los resultados obtenidos con las pruebas de escrutinio sean correctos.

La prueba de electroinmunotransferencia (VWestern Blot) es |a principal prusba confirmatoria de la actualidad. Basicamente consiste en |la separacion de las
proteinas (antigenos virales) obtenidos del cultive del virus del VIH-1 lisados v purificados por centrifugacion. La proteina viral asi obtenida se coloca en un
gel de poliacrilamida en forma de laminas delgadas v lusgo se efectia una electroforesis, con lo gue las proteinas de menor peso molecular (p17, p24)
emigran mas lgjos en el gel, mientras gue las de mayor peso molecular s& mantienen cerca de su lugar de depdsito. Después se transfieren a una tira de
nitrocelulosa y se cortan en tiras de 3 a 5 mm de ancho.

Posteriormente, la prueha se basa en un engayo inmunoenzimatico indirecto, sobre la tira de nitrocelulosa gue confiens todas las proteinas consfituyentes del
virus VIH-1 v un control intemo Anti- 1gG. Estas son las tiras gue se exponen al suero del paciente, después de una incubacion se lavan v se vuelven a
incubar con una Ig& antihumana marcada con una enzima (conjugado). se lavan y posteriorments con la exposicion de un revelador enzimatico (sustrato de
la enzima o cromdgena) producira una handa coloreada (azulkvioleta) en las zonas correspondientes a los anticuerpos especificos que contenga la muestra
del paciente en estudio.

La banda de control interno se encuenira junto al extremo no numerado de la tira v permite validar la adicion de la muestra v de los reactivos asi como un
buen desarrollo del método. Se debe observar cuidadosamente las firas, va gue pueden contener un numero variable de bandas; por lo fanto, debe
comparase cada tira problema simultdneamente con el corrimiento de un suero confrol NEGATIVC v un susro control POSITIVC.

Existen diferentes criterios de interpretacion del Western Blot del VIH-1 para considerarlo como positivo.

ORGANIZACION CRITERIO
ASTPHLDICDC Cualguiera par. p24. gp 41 6 gp120/160
FDA FPresencia de: p24 . p31 y gpd1 0 Gpl120/M160
Standardizacion Serologia Al menos dos bandas: p24 6 p31 v gpd41 o gp 120160

Consorcio de Retrovirus (CR33)

American Red Croos Tres bandas, una de cada producto.

Del genoma: env, gag v pol.
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Las principales bandas del Western Blot y su posicion comespondiente a las masas molares de las proteinas virales se representan en la tabla siguiente:

DENOMINACION GEN NATURALEZA WESTERN BLOT
GP 160 ENV Glicoproteina  precursora de la GP Banda nitida
1107120 y de la GP 41
GP 110120 ENY Glicoproteina de envoltura Banda de bordes difusos.

Paa FOL Transcriptasa inversa. Banda nitida.
F55 GAG  |Precursora de las proteinas internas Banda doble.
F52 FOL Transcriptasa inversa. Banda nitida.

GF 41 ENV Glicoproteina transmembranaria. Eanda difusa.
F 40 GAG |Precursora de proteinas internas. Banda nitida.

P 24/25 GAG  |Proteina interna. Banda nitida.
P18 GAG Proteina inferna Aveces banda doble.

62



INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE CONFIRMACION WESTERN 0 BLOT VIH - 1

El nuavo perfil de interpretacion del HIV O 1 por el grupo de estudio del consejo de Europa y la O.M.S. considera sumamente importante ayudarse del control

positivo para identificar los anticuerpos revelados, v a continuacion referirse a la tabla siguients:

INTERPRETACION

PERFIL

POSITIVO

2 ENV + GAG + POL

INDETERMIMNADC

1ENV + GAG + POL
GAG + POL
GAG
POL

NEGATIVO

Minguna banda

Bandas no significativas

La calificacion de indeterminado puede hacer sospechar una de las alternativas siguientes:

Seroconversion reciente (Repefir en 3 meses).
ViHDO 2

Resccidn cruzads con ofros retrovirus.

Fuente:https://www.uv.mx/rm/num_anteriores/revmedica_vol2_num?2/articulos/met detect vih.html#:~:text=[.a%20prueba%20de%20electroin

munotransferencia%?20(Western%20B10t)%20es%201a%20principal %620prueba.lisados%20y%20purificados%20por%?20centrifugaci%C3%B3n
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Anexo 6. Técnica de ELISA

Evaluacion de un Nuevo Elisa para la deteccion

de anticuerpos anti-HIV-1 y anti-HIV-2 de 32 generacion

t:? 8 min.

X

El wirus de la inmunodeficiencia
humana ([(HIV) infecta a las células del
sistema inmunitario, alterando o anulando
su funcidn. La infeccidn produce un dete-
rioro progresivo del sistema inmunitario,
con la consiguiente "inmunodeficiencia®. El
sindrome de inmunodeficiencia adguirida
(SIDA) es un término gque se aplica a los
estadios mas avanzados de ia infeccidn por
HIV. Es muy importante en es10s pacientes
ofrecerie una buena calidad de vida, para
esto es trascendental su deteccidn. En esta
nota Wiener lab nos presenta un nuevo
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-
HIV-1yanti-HIV-2 de 32 generacion.

<

Malacrida, C; Capriotti, G. A_ y Torruella,
M.Centro de Investigacion y Biotecnologia,
Wiener lab_, Rosario, Argentina.

@

E-mail: cnalacrida@wiener-lab.com.ar

»
Introduccién

Los virus de la inmunodeficiencia
humana HIV-1 y HIV-2 son los agentes
causales del Sindrome de la Inmuno-
deficiencia Adguirida (SIDA). Estos
retrovirus se transmiten por contacto con
fluidos corporales infectades tales como
sangre o productos derivados de 1a misma,
secreciones genitales y por pasaje a trawés

de la placenta. Evidencia seroldgica de la
infeccidn por estos virus puede obtenerse
determinando |1a presencia de anticuerpos
en suero o plasma de individuos en los que
se sospecha infeccion. Se ha desarroliado
un nuevo producto denominado HIV 1+2
ELISA 3? generacién para la deteccién de
anticuerpos contra HIV-1, HIV-1 grupo O y
HIV-2ensuerooplasma.

El disefio de los ELISA de tercera
generacion (sandwich de antigeno) permite
un gran avance para acortar el periodo
ventana, ya que puede detectar otras
inmunoglobulinas como IgM e IgA que se
encuentran presentes durante la serocon-
version ademads de presentar una Mayor
sensibilidad analiticaparaligG.

Objetivo

Evaluar la sensibilidad, especifi-
cidad y precision del nuewo productoc HIV
1+2Z ELISA 32 generacidn Wiener lab.

Fundamentos: Los pocillos de la

@ Wisrer tab

policubeta estan recubiertos con antigenos
recombinantes de los virus HIV-1 yHIV-2. La
muestra se incuba en los pocillos. Si 1a
muestra contiene anticuerpos contra HIV-1
o HIV-2, los mismos se uniran a los
antigenos sensibilizados en la placa. El
material no unido es remowido por lavado.
En el paso siguiente se agrega el conjugado
que contiene los mismos antigenos de la
placa conjugados a peroxidasa, estos se
unirdn a los anticuerpos si estaban
presemtes en la muestra. El conjugado no
unido se remueve por lavado. Luego se
agrega una solucidn conteniendo tetrame-
tilbencidina y perdxido de hidrégeno. Las
muestras reactivas desarrollan color celeste
que vira al amarillo cuando se detiene [a
reaccion con acid o sulfirico.

O e O TO

B L

Y oemmr wdn -t

A reese.

Resultados
Sensibilidad

Los paneles de serocomnwersidn son
muestras de plasma recolectadas de un solo
donante, durante el desarrollo de una
infecciéon wviral y la respuesta inmune

subsiguiente.

Estos paneles son utilizados para
evaluar la precocidad de la deteccién de un
equipo © metodologia diagndstica en un
paciente recientemente infectado.
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Un reactivo sera mas precoz en su
deteccidon cuanto menor sea en numero de
extraccion en la que su resultado sea
positivo.

5e evaluaron paneles de serocon-
version Seracare-BBl, tomando como
referencia un ELISA de 32 generacion y el
Western blot.
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Especificidad

Para realizar el estudio de
especificidad de este kit se ensayaron 3004
muestras provenientes de 5 centros de
salud diferentes. Se encontraron 23
muestras reactivas de las cuales 28 fueron
confirmadas por otros métodos, obtenién-
dose una especificidad del 99.83 %.

Interferencias

e estudid la posible aparicion de
reacciéon cruzada en 272 muestras
provenientes de individuos con diferentes
condiciones clinicas que podrian ser
causantes de reacciones inespecificas en el
ensayo HIV 1+2 ELISA 32 Generacion. Este
grupo incluye muestras:

-ton anticuerpos contra HAV, HBY, CMV,
HSV, VZV, HCW, HTLV vy otros virus.

-con anticuerpos contra Treponema
pallidum, Mycoplasma pneumoniae,
Toxoplasma gondii, Toxocara canis,

2354 o T 057 10455
Far il ors L 0,557 18545

[=¥i3] 1373 i=1 L 40 DGR -
[ ] [-T-iL ] Sooar | 14,30 4 [0 ] I3 19

Conclusiones

HIV 1+2 ELISA 32 generacidn
desarrollado por Wiener lab., ofrece
sensibilidad, especificidad y precision
adecuadas para la determinacion de
anticuerpos anti-HIV-1y anti HIV-2 en suero
o plasma utiliza una técnica robusta, de una
hora y media de duracidon y con reactivos
listos para usar.

o
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Sensibilidad clinica con Paneles de Perfor-
fance

Sensibilidad en paneles de muestras
reactivas anti-HIV

Son muestras gue pertenecen a la

seroteca de Wiener lab., v que fueron
tipificadas con diferentes métodos.

@

Fuente: https://www.revistabioanalisis.com/images/flippingbook/Rev41%?20n/nota7.pdf

-con diferentes autoanticuerpos como AGA,
AMA, ATA, FAN, factor reumatoideo y otros.
La especificidad en esta poblacion fue de
97.42%.

En otro estudio sobre 91 muestras
de embarazadas se observd una especi-
ficidad del 98.9%.

Precision

Se evalud la precision del equipo de
HIV 1+2 ELISA 38 Generacidon siguiendo el
protocolo EP-54 recomendado por la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards
Institute). Los ensayos fueron realizados
con los controles y con muestras de
diferentes niveles de reactividad. Se
realizaron 2 ensayos diarios durante el
transcurso de 20 dias. Se determinaron los
coeficientes de variacidn {CV) intra e inter
BNSAY0S

66


https://www.revistabioanalisis.com/images/flippingbook/Rev41%20n/nota7.pdf

Anexo 7. Prueba de ELISA para la deteccion de VIH

r 1 GRUPO . i |
Blﬂ'HIV EIISH Cédigo: 6001319
__..#—- —_— ;
EN PRUEBAS PARA S LABORATORIO Ensaye para la deteccidn de HIV
INDICACIONES DE US0 ALMACENAMIENTO

Para la deleccidn cushlstiva de  anticuerpoe  del  vius  de
inmunodeficencia humana (HIV 1+2) en suero humana y plasma.
Agenle de diagroetice in vilre, para uso exclusive de kaboraterio dinieo
o de gabinete.

RESUMEN ¥ APLICACION

La evidencia actual indica que el sindrome de Inmuncdediciencia
Adguirida (SIDW) es causade por el VIH - 1y VIH-2 vins. Los vinus se
transsilen por tacto sexual exposickdn a la sangre (ncluyends
mtercamblo de agujas y jerngas contaminacoes) de clenos producios de
Ia sangre o ranamibida de una madre infectada a su feto o hijo duranie
&l periodo prenatal. La presencia de anticuenpos frenle a los vinis en e
suero de un paciente Indica infeccion viral. HIV-1 y HIV - 2 virus han
side alslados de pacientes con SIDA y compleje relacionado con
SIDA - (ARC), las personas de alte resgo para el SIDA. Vius siminar
celdas HIV 12 T, una subpoblacidn de céluas T de defensa del
cusfpo, causando por |o tante los pacientes con SIDA susceptibles a
las infecciones oporiunisias v el desamollo de lumores malignes. La
mcadencia de anticuerpos especificos para el HIV 12 es alla en &
SIDA, P.RC]' Iaspemma con alta ﬂEBgﬂ de SI0A.

DESCRIPCION

Prueba inmuncenzimatica.

Ensayo inmuncenzimatica conteniendo placa de  macroporos
recublertos con anticuerpos especificos, reactive enzimético conjugade,
controles, sustratos, solucion de paro ¥ solucion de lavado.

Esle emsayo s basa en & mélods sandwich de dos pasos. En la
primera etapa, la muestra y recublerios de antigens recombinante de
microplacas HIV se combinan. Durante la incubacién, los anticuerpes
del HIV presente en |a muestra se unen el antigens recubierto en los
pocillos. Después del lavads, en o segundo pase, se afiade conjugads
de enzima a los pocillos. Durante la incubacidn, se permile presente
Anti-HINS en |la muestra para reaccionar simultdneamente con los des
antigenos, lo que resulta en el anticuerpa HIV esta intercalada entre |a
fase stlida y antigenos ligados & enzimas. A conlinuacion, un complejo
esta, por tanto, generado por la resccidn inmwnokdgica entre el
antigeno en la fase sdbda, el anticuerps HIV que estaban presentes en
Ia muestra y el antigeno conjugade enzima. Después del |avade, se
afiaden entonces sustrato A y B sustralo y catalzadss por el complejo.
Un color azul se desamolla, |a intensidad de | cual es proporeional a la
cantidad de Anti-HIV que estaba presente en la muesira, La reaccion
enzimalca s& detuvo mediante la adisdn de solucidn de pﬂ'ﬁﬂﬂ. que
cambia el color azul @ amaribo. La reaccitn crogénico resullanle se
mide como absorbancia. La intensidad de color es proporcional a la
cantidad del Anti-HIV de la muestra.

[
MATERIALES PROVISTOS | PRUEBAS |

Mbcropazos recublenios con artigends HIV1Z 1Z5AX1
Reaciivo enzimalico conjugado TEmL
Contiol negalhe Tl

Conbmnl positve L

Salucion de paro T.EmL
Sugbrats A TEmL
Solucion de lavado concentrada (20x) 50 ml
Susbrato B 7.5mL
Inglructive 1 pleza
Bulsa Ziplck 1 pieza

MATERIALES REQUERIDOS, PERQ NO PROVISTOS
1. Micro pipetas capaces de transportar 5 - 200 pl

2. Agua desionizada o destilada

3. Pegamento o cinta adhesiva.

4. Papsl absorbenie o una toalla de papel.

5. Lavadora autormdbica o semiautomatica.

6. Lecior de placas de mecro Elisa con una capacidad de leer a una

longitud de onda de 450nm.
7. Medidor de tempo.

Los kits de prueba sin abrir deben almacenarse & una lemperatura
de entre 2°C & 8°C al recibirla y la microplaca debe mantenersa en
una bolsa sellada con desecantes para minimizar ks exposiciin & la
humedad del aire.

ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES

Para u=so solo I Witn.

Mo utizer despuss de (a fecha de venciments,

M utizar los reactivos de diferentes equipos.

Los tubos de ensayo no deben conlener acido, que nhibe la

actividad de la perosdaza,

Almacene reacivos 2-8°C. Ma lo congele.

Las tiras de mico pocllos deben mantenerse secos en |a bolsa de

aluminio ressllada con desecante.

7. Deje que las tims y la bolsa slcancen la lemperatura ambiente
antes de abrir la balsa para ayilar la condensacitn de humedad en
tiras. Siempre vuelva a sellar ka bolsa de aluminio después de su
usa.

8. Todos los especimenss, inclidos s controles positvos v
negatves deben sef Iralados como materal infecciosa.

8. Mo fumar, comer o beber en las zonas donde se realizan las
prusbas.

10. Mo pipeted con la boca. Las precauciones univensales deben ser
practicadas. Guantes de PVC y galas, asi como ropa de proteccion
adecuada. Lavese bien |as manos despuds.

11. Infecciones de las muesiras y |os demames no Acido que contienen
deben implarse a fonde con un 5% de hipoclonts de sodio.

12. Todos los malteriales de desecho deben desinfectanse
adecuadamente anles de su eliminacion. Los desechos liquidos y
silidos deben ser esterlizados en auloclave duranie al menos 1
hora & 121.5°C.

fali ol

m

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1. Mantener los reaclivos a temperalura ambienbe y mezclar
suaverments.

2. Prepare |a solcién de lavado (1x) mediante |a diueién de 1 parte
de |a scluckdn de lavads 20 x con 10 pares de agua des lonizada o
destlada. Meazclar Blen anes de usar.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Reco la sangre por puncion venosa.

2. Deje que la sangre e coagule y Separar & SuUero  por

cenrifugacion tan pronto como Sea posible para ewvilar la

hemdalksis. Todos los codguios deben ser eliminados.

Suero o plasma pueden ser usados.

Sl las muesiras no pueden ser analizadas inmediatamente, daben

refrigerarse a 2-8°C antes de la prueba para reducir &l minime su

deterionn. Para & almacenamienio a lamo plazo, las muestras
deban sor congaladas por debajo de -20°C. Mo ge recomeends e
almacenameents en congetadores suto-descongelacion.

5. Las muesiras congeladas pues, deben descongelanse v meaclane

a fondo antes de su wso.

6. Evile la congelacion y descongelacion repetida de las musestras.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYD

1. Asegure el nimers de lires necesarias en el manoos de
plastico
proporcionado.

1. Dispense 50 (i de cada uno de control negabivo, control
positive y muesiras de enssyo en los pocillos aproplados.

2 Mueva susvernente |os pozos durante 20 segundos, y ego
cubdir los pozos con una cinta adhesiva. Incubar los pocillos
a 37°C durante 30 minutos. Nota: Deseche 8 hols adhesive
o cints sdhesiva ¥ no vover 8 Wilizano pera ewtar s
confaminaciin.

3. Deseche el contenide de los podllos v kave B weces con la
soluciin de lavado preparada a concenbracidn 1. golpes log
pocilos eonfra papel absorbente para refmover las gotas de
agua residual.

&L
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Afadir 50 pl o erzima conjugada a cada podlio.

Ircubar hos pocilics a 37°C durante 30 minutcs

Deseche d conlenido de ks pocillos y lave § veoes oon la solucién

de lavado preparada a ooroeniradion 15, golpes s pocllcs oondra

pape absorbenie para remover s golas de agua residual.

B Agregus 50 pl de susiralo A y 50yl de susiraio B 8 ocada pocllo &
Incibede 3 37°C par 10 minces.

9. Afadir 50 pl de solucdn de paro a Cada pocillo ¥ agie Suawemenh:
para mexclr bien.

100 Lea lamicropdaca con una keciura de 450 nm y mida la densidad
dpiica de cada pocilo. Un filo de 620 a 590 & puede ulilzar

COMd una kongitud de onda de relenenda para opdmicar & resullado.

Rl

CALCULD DE RESULTADOS

El valor de porte = 0,100 + absorbancia media del contol negatka. Si
la absorbanda media del conirel negativo es menor que 0,05, enlonces
usar 0,05 para o caloulos del valor de oorie.

Cakular la relacin de cada moessira dividisndo Su walor de
absortancia eniee o valor de core de |2 siguisnte manera

Relacion de la mossia =

Valor de Corte

Interprefaciones Reladdn de la muesia
Hngal'uu < 1.00
Positho = 1.00

Un resulRado nesgatvo indics la ausencia o la no posibiidad de delectar
arfcuerpos and-VIH 1l en la mussira, Un mesulade positvo es
edidencia presunia de la presencia de anlicuerpos contra & VIH-1y J
o 'WiIH-2 en la muesa.

LMWTACIONES DE LA PRUEBA

1. El rendimienic Splimo ensayo regquiens esticlo cumplimienio al
procedimiento de ensao desoric en esia hoja de instnocolones.
Cualquier modficacion del procedimienio puesde dar lugar a
resuliados abemantes.

Z Un msulado pesfvo en repelidas ooEiones e ewidencia
presuntiva de la presencia de anticuerpos conira e VIH- y /o VIH-
Z &n la muesine Las muesias reacivas deben ser confmadas
mediants un ensay0 ComplEmentano, como la prusha de Weshern
Bl

3 Un resuliado negalv indica la asench probabie de anlicuspos
deteciables para el VIH-1 y VIH-Z en la mussira. Sin embargo, un
resuliado negaivo no excleye la posiblidad de esposicidn o
irfecckdn por &l VIH-1 y o WiIH-Z. La prusba puede no haber sido b
sulicieriements sensible © |3 conwersiin no fa oowmdo &n el
maomisnio de ls prusha.

4. Los resubados falsos posfves se pusden esperar de los
procedimienios de ensayo o &sia nalunleza La peopordon de
posmwcs que son falsos posiios deperderd de la sersibddad y
especificidad de b prueba, asi como en la prevalencia de VIH-1 ¥
antioserpos contra @l WiH-2 en la poblecidn o ser supendsados.
(Eni gereral, la mayor prevabkencia de VIH-1 y [ o anticueipos conira
el WIH-Z en una poblacdn, menor &5 la proporcidn de muesinas
posivas laksas.

5 El sistema ELISA VIH micro pocilos s limila a la delemminaciin de
antiouempes condea &l VIH en suero homano, plesma, o plama
recalcificada.

El resuliado obfenide en esia prosba siio se debe utilzar como un
complements & oFe pobsdmenics de dagedsbo v la
Imlormacién disponible para & médioo.

Fuente: https://grupomexlab.com/wp-content/uploads/2020/08/6001319-HIV-1-11.pdf
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Anexo 8. Protocolo para el recuento de linfocitos CD4+

1 Recoleccion de la muestra: Sangre entera capilar o venosa

Chequear llenado de ventana Remover el recolector

2 Realizacién del test

ATOR LIST
s Operator>

Seleccionar “Run Test”

M08 09-23 -
PiMA CO4

1830

7 PRINT

2009-09-23 O]
ENTER SAMPLE

Ingresar ID de la muestra Esperar 20 min Ver el resultado

PIMA Test Report

3 Impresion del resultado

Sample: 96658

B CD3+CD4+ 435¢/ul

Result Date: 2093-07-15
Start Time: 12: 21

Operator: KLAB
Test : 243
Device: PIMAR-D-000823
Softuore: 8.37h
ac

Barcode: pass
Expiry Date pass
Volume: pass
Device: pass
Reagent : pass

Ios resultados son almacenados en la memoria y & --------------- e
pueden imprimirse usando la impresora USB Pima. ——

Fuente: http://www.distribuidoramuller.com.ar/equipos/siemens/CD4%20PIMA..pdf
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Anexo 9. Protocolo para la carga viral equipo Genexpert

5 Principio del procedimiento

Los sisternas del instrumento GeneXpert automatizan ¢ integran la preparacion de muestras, la extraccion y amplificacion
de acidos nucleicos v la deteccion de la secuencia diana en muestras simples o complejas mediante ensayos de RT-PCR en
tiempo real. Los sistemas constan de un imstrumento, un ordenador personal, v software precargado para realizar los ensayos
v ver los resultados. Los sisternas requieren cartuchos GeneXpert desechables de un solo uso, que contienen los reactivos
de RT-PCR v llevan a cabo los procesos de extraccion de las muestras v de RT-PCR. Como los cartuchos son autonomaos,

el riesgo de contaminacion cruzada entre muesiras es minimo. 51 desea obtener una deseripeion completa de los sistemas,
consulte el Mamal def aperador del GeneXpert Dx o el Mannal del operador del GeneXpert fnfinity. sdecuados.

El ensayo HIV-1 ¥L XC contiene reactivos para la deteccion de ARN del HI'V-1 en las muestras, ¥ dos controles internos
que se utilizan para la cuantificacion del ARN del HIV-1. Los controles internos también se utilizan para momitorizar la
presencia de inhibidores en las reacciones de BT y PCR. La amplificacian y la deteccion del ARN del HIV-1 se logra
utilizando cebadores v sondas dingidos a la region LTR altamente conservada y al gen de la polimerasa (diana doble) del
genoma del HIV-1. El control de comprobacion de la sonda (probe check control, PCC) comprusba la rehidratacion de los
reactivos, ¢l llenado del tubo de PCR en el cartucho, la integridad de las sondas y la estabilidad del colorante.

El ensayo HIV-1 VL XC se estandanzd en comparacion con el 4. estandar intemacional de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) para el HIV-1 {codigo NIBSC: 16/194).F

11 Recogida, transporte y conservacion de muestras

La sangre completa debe recogerse en tubos de preparacion de plasma BD Vacutainer® PPT™ para métodos de pruchas de
diagnostico molecular, o en tubos de recogida estériles utilizando EDTA K2 como anticoagulante. La sangre completa debe
cenirifugarse para separar ¢l plasma y los hematies segim las instrucciones del fabricante.

¢ Serequiere 1 ml de plasma como minimo para el ensayo HIV-1 VL XC. 5i se usa la pipeta de transferencia incluida
en ¢l kat, llénela con plasma justo hasta debajo del bulbo para transfenr ¢l volumen requendo. De modo altermativo,
sl 52 usa una pipeta de precision, se requiere 1 mil de plasma como minimo. Consulte ] apartado 12.2 Preparacion del
cartucho, paso 6.

® Antes de la separacion del plasma, la sangre completa recogida en tubos de preparacion de plasma BD Vacutainer PPT
para métodos de pruchas de diagnostico molecular, o en tubos de recogida esténles con EDTA K2 como anticoagulante,
puede mantenerse a 2-30 “C durante 24 horas como méximo.

¢ El plasma debera extraerse del tubo de recogida primario después de la centrifugacion para el almacenamiento. E1
plasma separado de la sangre completa puede mantenerse en tubos secundarios a 2-35 *C durante 24 horas como
méiximo, a 2-8 “C durante 7 dias como maximo, o congelado (<-18 *C ¥ 270 *C) durante f semanas como maxima,
antes de analizarlo.

® Las muestras de plasma son estables durante cinco ciclos de congelacion y descongelacion como miximo. Descongele la
muestra a 15-30 °C.

¢ El transporte de muestras de sangre completa o plasma debe cumplir la normativa local estatal, regional y nacional
wigente para el transporte de agentes etiologicos.

m12 Procedimiento

12.1 Preparacidn de la muestra

1. Después del centrifugado de las muestras de sangre completa, el plasma se puede pipetear directamente al cartucho
del ensayo. Es esencial utilizar un volumen suficiente para poder obtener resultados validos en ¢l ensayo (consulte el
apartado 122, Preparacion del cartucho).

2. Descongele por complete las muestras de plasma congelado v deje que se equilibren a 15-30 °C antes analizarlas.
3. Sague del refigerador las muestras de plasma almacenadas a 2-8 “C y deje que se equilibren a 15-30 *C antes de

analizarlas.
4. Antes de uhlizar las muestras de plasma almacenadas a 2-8 *C o congeladas v descongeladas, agitelas en un mezclador
vortex durante 15 segundos.

5. 5i las muestras de plasma estan turbias, aclarelas mediante un centrifugado rapido (10 segundos) antes de utilizarlas.
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Importante

MNota

12.2 Preparacion del cartucho

Comience el ensayo en las 4 horas siguientes a afadir la muestra al cartucho.

5i o se pipetea plasma o se pipetea menos de 1 ml de plasma en el cartucho, se activara un ermor de volumen
insuficienta (ERROR 2096 y ERROR 2097, respectivamanta) y al instrumeanto no podrd procasar la muestra.

1. Llevar guantes de proteccion desechables.
2. Espere a que las muestras ¥ los cartuchos del ensayo HIV-1 VL XC se equilibren a una temperatura de 15-30 *C antes de
pipetear ¢l plasma en el canucho,

= Mo pipetee plasma en un carucho que esté frio (a menos de 15 “C)
3. Inspeccione el carucho del ensayo para comprobar que no esté dafiado. 5i esta dafiado, no lo utilice.
4. Etiquete el cartucho con la identificacion de la muestra.
5. Abra la tapa del cartucho del ensayo.
6. Afiada la muestra al cartucho del ensavo.
= 5iseutiliza la pipera de tramsferencia incluida en el kit (Figura 1), llénela justo hasta debajo del bulbo para transferir

al menos 1 ml de plasma del wbo (Figura 1). Asegirese de que no se formen burbujas de aire grandes en la punta de
la pipcta micntras s llena la pipeta. Vacic el contenido de la pipeta en la camara de muesiras del cartucho {(Figura 2.

*  Sise utiliza una pipeta de precision, hamedesca previamente la punta de la pipeta una vez. para lo que debera llenar
la punta de la pipeta con plasma y vaciarla en el tubo. A continuacion, utilizando la punta de pipeta prehumedecida,
llene la pipeta con al menos 1 ml de plasma del tubo. Yacie el contenido de la pipeta en la camara de muestras del
cartucho (Figura 2).

Mota Mo retire la pelicula de pléstico fina gue cubre el anillo interior del cartucho.

7. Cierre la tapa del carucho. Asegirese de que la tapa encaje firmemente en su sitio.

12.3 Inicio del ensayo

Antes de iniciar el ensayo, compruebe que se haya importado al software el archivo de definicidon del ensayo

Importante |, . ay Definition File, ADF) correcto.

Este apanado describe los pasos basicos para realizar el ensayo. Para ver instrucciones detalladas, consulte el Manual del
aperador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del sistema GeneXperr Infinity, segim el instrumento que se
esté utilizando.

1. Encicnda el instrumento GeneXpert:

= 51 csta utlizando el instrumento GeneXpers Dx, encienda primero el instrumento y, a continuacion, encienda <l
ordenador. El software GeneXpert se iniciard automaticamente. 5i no lo hace, haga doble clic en el icono de scceso
rapido al software GeneXpert Dx en el escritorio de Windows®™. O bien,

*  Siesta utlizando el instrumento GeneXperr Infinity, ponga en marcha el instrumento. El software Xpenise se iniciara
automdticamente. 5i no lo hace. haga doble clic en el icono de acceso rapido al software Xpertise en el escritorio de
Windows™.

2. Inicic sesiom en el software del sistema GeneXpert con su nombre de usuano y su contrasefia.

3. En la ventana del sistema CGieneXpert, haga clic en Crear prueba (Create Test) (GeneXpert Dx) o en Solicitudes
(Orders) v Solicitar prueba (Order test) (Infinity). Se abrira la ventana Crear prucba (Create Test). Aparecera el
cuadro de didlogo Escanear codigoe de barras de Id. del paciente (Scan Patient 1D Barcode).

4. Escance la Id. paciente (Patient 1)) (opcional). Si escribe la Id. paciente {Patient 1D}, asegirese de escribirla
cormrectamente. La Id. paciente {Patient 1) sc asocia a los resuliados del ensayo, v se muestra en la ventana Ver
resultados { View Results). Aparcce el cuadro de dialogo Escancar codigo de barmas de Id. de la muesira {Scan Sample 1D
Harcode).

5. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample [D). Si escribe la 1d. muestra (Sample [D), asegirese de escribirla
correctamente. La ld. muestra (Sample 1D) se asocia a los resultados del ensayo, y se muestra en la ventana Ver
resultados (View Results) y en tedos los informes. Aparecera el cuadro de dialogo Escanear codigo de barras de cantucho
(Scan Cartridge Barcode).

6. Escance ¢l codigo de barras del cartucho del ensayo. El software utiliza la informacion del codigo de barras para rellenar
automaticamente los cuadros de los campos siguientes: Seleccionar ensayo (Sclect Assay), Id. del lote (Reagent Lot 10,
N* de senie del carucho (Canridge 5/N) y Fecha de caducidad { Expiration Date).

MNota Si el codigo de barras del cartucho no 58 escanea. repita &l ensayo con un cartucho nuevo.

Haga clic en Iniciar pruaba (Start Test) (GeneXpert D) o en Enviar (Submit) { Infinity). Introduzea su contrasefia
i se le solicita.

#. Cargue y retire el canucho:

+  En el sistema GeneXpert Infinity, coloque el cartucho en la cinta transportadora. El cartucho se cargara
automdticamente, se realizara el ensayo y el cartucho usado se colocara en el recipiente de residuos. O bien,

+  Encl instrumento GeneXpert Di:

a) Abra la puerta del modulo del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.

b} Cierre la puerta. El ensayo se micia v la luz verde deja de parpadear. Una vez finalizado el ensayo, la luz se apaga.

¢) Espere hasta que el sistema desbloguer la puena del module antes de abnrla v retirar el cartucho.
) [F-2023-31644600-APN-INPM#ANMAT
=M

Fuente:https://helena.anmat.gob.ar/uploads/pdfs/IF-2023-31644600-APN-

INPM%20ANMAT .pdf?rnd=030f7771-8a5e-4dab-b4cc-a7e418269d4c
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Anexo 10. Estructura del T. gondii

Reticulo endoplasmico

Membrana plasmatica

Membrana Interna
Micronemas

Granulos
donsos

Toxonemas

Fuente:https://www.amc.edu.mx/revistaciencia/images/revista/68 1/PDF/Toxoplasmosis.
pdf

Anexo 11. Ciclo de vida del paréasito
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Fuente:https://www.amc.edu.mx/revistaciencia/images/revista/68 1/PDF/Toxoplasmosis.
pdf
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Anexo 12. Protocolo de la prueba de ELISA

M o EXLAB. Bio-Toxo IgG

—_

Inmunoensaye enzimitico para fa deteccion cualitativa de Toxoplasma

EN PRUEBAS PRAASULABORATORD (romdli [pG en suero o plasiia.

INTENCION DE US0
El kit Taxoplasma lgs ELISA se uliliza para la debeccitn de anlicusrpo
Ig5 de Toxoplasma en suero o plasma humano.

RESUMEN ¥ EXPLICACION

El Toxoplasma Gondi es un parasio (probafoo) que causa
Tonaplasmosis, una enfermedad comin que afecta enire 30 y 50 de
cada 100 personas adultas en Estados Unidos. La principal fuerfe de
coniagio es & contacln direcio con heces felinas o la ingesta de
alimerios poco cocidos o crudos. La Toxoplasmosis generalments
presenta sinlomas leves en individuos inmuno compelenles, sin
embargo, en pacienles inmunc comprometides, la infeccion puede iraer
serias consecuencias. Toxoplssmosis aguda en mujeres embarazadas
puede acamear aborios, poco crecimiznto del Teio, parto prematuso, o
muerbe fetal. El iratamiento &n b mujer embaazada infectada puede
prewenir y aliviar [a enfermedad en el nonato. El tralamiento de un nifio
infeclado fambign abviara la severidad de la enfermedad cuando o
pacierte crezea Los anlicuerpos. IgG & IgM al Tosoplasma pueden ser
delsctados entre dos y bres semanas con paslesionidad al contagio. El
g5 permanece positiva, y con o liempo (os niveles de anticuerpo
decrecen. Medanle ELISA pude defectarse anficuerpo g a
Tonoplasma un afio después de la infeccion, en mas del 50% de los
paciertes. Por o tanio, los resullados positivos Ighl deben ser e
evalusdos con una o dos muesiras, si se sospecha de infeccidn en
Curso.

PRINCIPIO DEL ENSAYD

El sumra diluido del pacente &5 agregado a los microponas recubleros
con antigeno purificada. El anficuerpo igG especificn, en caso de estar
presente, se une al anligeno. Todos los materiales no unidos son
lavados y &l conjugada enzimdlico es agregado para unirse al complejo
anlicberpo-anligenc, en caso de eslar presenle. El exceso de
conjugada enrimation s lavado para luego agregar o subsirsio. La
micoplaca es incubada a efecios de permilic [a hidrolizacon ded
subsiralo por I3 enfma La inlensidad de color penerada es

proporcional a la cantidad de anlicusrpo IgG especifics en la musstra.

MATERIALES PROVISTOS 86 Pruchas

1. Micropozos recubierlos anligena Toxoplasma 128k
2. Diluyenie de fa muestra: 1 Frasco (lislo para wsar) 2m
3. Calbrador: 1 Vial { lislo para usar) iml

4. Cantrol Positiva: 1 Vial {lislo para usar) iml

5. Canirol Hegaiiver 1 Vial (lsto para usar) iml

. Conjugade Enzimasic: 1 Fraseo (st para usar) 12mi
I Sustraio TME: 1 Fraseo flisio para usar) 12m
[ Soluciin de Frenado: 1 Frasco (listo para usar) 12m
bb.  cancenirado de Lavado 20K: 1 Frasco 5m

TERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS

Agua deslilada o desionizada,

Pipetas de precsin

Punkas de pipelas desschables

Lecior de micro ELISA con lente a 450nm de longitud de onda con
una banda de amplilud de 10 Am o menor y un ranga de densidad
dplica de 02 OD o mayor.

Papel abserbente o toalla de papel,

Papel cuadriculado.

P‘!’-"!’“.“E

=

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Almacens elkita2.8°C.

2. Manienga las liras de los pocillos selladas en la bolsa de aluminio.

3. Los compuesios son esiables hasia su fecha de expiracidn
siempre que |as condicones de almacenaje s=an esiriclamenbe
llevadas a cabo como aqui se indica.

4. Mo exponga los reaclivos al calor, luz satar o intensa juz sléciica.

ADVETENCIAS ¥ PRECAUCIONES
1. Materisles con polencial nesgo bioldgico: Los calibradores
componenies de onigen humano, que e han Sido
prabados y enconlrades no reschives para el anligenc de
superfice de hepatitis B y anSicuerpos contra & VIH Aprobado par
Ia FOA. Sin embargo na kay méoda de prueba que pusde ofrecer
completa sequridad de que el virus VIH, Hepalitis B u obros
agenles infecciosos esién presentes. Eslos reactivos deben ser
mansjados segin el Nivel de Biosegundad 2, como se
recomienda en los Cendros para o Conirol de Enfemedades |
Institulos  Waconales de Salud manuales. “Bioseguridad en
[aboratorios: microbinligions y biomédicos™ 1084:

2. Mo pipetes con la boca. Na fume, coma, o beba en & drea donde
manespe esle aguipo.

3. Los componenies en esle squipo SON para Uso como una unidad
inlegral. Los componentes de diferenles ioles no se deben
mezclar.

4. Para ablener dplimos resullados, debe apeganse esiriclamente al
pralocolo. Pipeleado exacky y preciso, asi como despuds de la
hora exacta y requerimienios de bemperatura prescritos son
esenciales. Cuslquier desviacion de esle pueden dar dalos no
wilidos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. PRecolecte sangre por venopuncitn y separe & suem de
inmediato.

2. En caso de no llevar a cabo e examen inmediatamente, refrigene

la muesira a [24°C) por siete dias. En caso de exceder dicho
plazn, congelde a -20°C hasta seis meses. Evile milliples ciclos de

oongelacidan - descangelacitn.

PREPARACION DEL REACTIVO

Prepare la soluctn de lavado 1X agregando &l conlenido de la balslla
(25%) a 475 mL de agua destiada o desionizada. Almacene a
temperalura ambisnbe |18-26°C).
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PROCEDMMIENTO DEL ENSAYD

Previo al ensayo, lodas kas muesiras y reaclivos deben ser levadas a

lemperatira ambiente {18:26°C). Mezcle genlimente lodos los

reaciivos previos a suuso.

1. Core &l nimen de pofos a ulilizar. Cieme y salle o resto de los
pazos no ulilizados y refigénsios a 2-8°C.

2. Los confrokes {posilive y negalivo) y &l calibrador estdn lislos para
su uso. Prepare una diucidn de las muestras de 1:31, agregando
10 pl de la muesira a 200 (4 ded diuyenie. Mesclar bien.

3.  Dispense 100 del swero diluido, calibrador y conlmoles en los
pazos designados. Para el resclive blancs, dispsnse 100pd de
diluyente de la muesira en la posicidn 1A Galpes &l pofo para
remowver kas burbujas de aire del liquido y mezde bisn. Incubar por
20 minutos a emperalura amBienie.

4. Retire & liguido de los pozos. Lave en bres empos con 300 pl de
solucin de lavado a 1x. Golpes ks pofos sobre una loalla o
papel absorbenbe.

5. Dispense 100 pl de conjugado enzimdlice an cada pofo & incube
por 20 minudos a iemperatura ambienie.

6. Relire &l conjugado enzimdtioo de los poos. Lave en ires iempos
con 300 pl de solucitn de lavado a 1x. Golpee los poros sobre
una loalka o papel absarbenls.

7. Dispense 100 yl de susiralo TMB e incube por 10 minulos a
I=mperatura ambienie.

B Agregue 100 pl de sohscadn de frenado.

5. Lea la densidad dplica a 450nm con un leclor de placa de micra
valoracidn en un plazo de 15 minulos después de haber agregado
la solucitn de frenado.

CALCLLO DE RESULTADOS

1. Chequear o Faclor de Calibracidn (CF) valorado &n &l frasco del
Calibrador. Esle valor pusde variar de lole & lobs.

2. Calcule &l valor del punto de corbe. Calibrador {30 por Factor de
Calibracitn.

3. Calcule & anlicuerpo (Ab) para cada deferminacion, dividiendo o
valor (00 de cada muesira enlre & valor del punio de corte.

EJEMPLO DE MUESTRA TIPICA
Media del Calibradar 0.0 0.8
Factor de Calibracion (CF) 0.5
Walor Punio de Corle 04
Contral Posttive O 12
Anticuerpa Indice il ]
Muestra del Pacient= 0.0, 16
Arficuerpa Indice 4.0

CONTROL DE CALIDAD

Esta prusba puede considerarse valida siempre gue se siga el
siguisnte crilerio metodol Sgice:

1.  EIDD. Del calibrador debe ser mayor que 02250,

. El Anlicusrpo Indice para conirol negalivo debe ser menor gue

08
3. El Anlicusrpo Indice para contral positiva debe Ser menor gue 1.2,
INTERPRETACION

Lo siguienie e una guia para |a inlerpretacion de resullados de
Tomaplazma IgG; cada laboralono deberd establecer su crilenio para
interpretacidn basado en sus muesiras,

Toxoplasma lgG& ELISA
# . Total
Kil de Referencia ELISA| 124 B 13z
- 10 218 228
Tatal 134 276 360
2. Precisisn:
Estidio iles E o
Mo. de Desvio | Coehicienis de
Suerd | panlicas | oA | Egrandar Variacian %
1 i S a.08 06
z i 045 003 [
3 i 012 oo 833
Esludio Inter Ensayo
Mo. de Desvio | Coehiciente de
Bueto | piclieas | M09 | popndar | variscise %
1 0 215 025 11.62
Fl i 044 [ 0545
E] 0 010 oo 1000
LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Les resulades oblenidos mediante |3 utiizaciin de este kil sirven
solo coma ayuda en &l diagrdstios y deben ser inlemprelados en
redaciin a ka hisioria clinica del pacienie, sinbomas y obos
procedimienios de diagnostico

2. Las muesiras hemolizadas o ipémicas pueden causar resullados
Emoneos.
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INTERPRETACION DE LOS ANTICUERPOS INDVCES
=08 Anlicuerpo no detectada de Toxoplasma IgG por ELISA
Sobre el limile posilive == recomienda ol idenlificacan

=11 Anticusrpo defectado de Toxoplasma IgG por ELISA

PERFORMANCE

1. Sensibilidad y Especificidad:

360 Pacienles fueron analizados ulilizando o presente kit ELISA y un
kit ELESA de referencia. 124 sueros resultaron posilives y 218
resultaron negalivos por ambos mélodos. Las ooincidencias enire
ambos fueron del 85% Los resultados se resumen en la siguienis

tabla: Rev. 01-2017

Fuente: https://grupomexlab.com/wp-content/uploads/2020/12/6001208-Toxoplasma
19G.pdf
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Anexo 13. Articulos seleccionados segun el diagrama de flujo

NO

Afo

Base de Datos

Autor

Titulo en Ingles

Titulo en Espafiol

2013

PudMed

Luma et al.

Toxoplasma encephalitis in HIV/AIDS
patients admitted to the Douala general
hospital between 2004 and 2009: a cross

sectional study.

Encefalitis por toxoplasma en pacientes
VIH/SIDA ingresados en el hospital general de
Douala entre 2004 y 2009:

transversal.

un estudio

2013

ProQuest

Walle et al.

Seroprevalence and risk factors for
Toxoplasmosis in HIV infected and non-
Bahir  Dar,

infected individuals in

Northwest Ethiopia.

Seroprevalencia y factores de riesgo de
toxoplasmosis en personas infectadas y no
infectadas por el VIH en Bahir Dar, noroeste de

Etiopia.

2013

Redalyc

Sayuri et al.

Seroprevalence of Toxoplasma gondii IgG
antibody in HIV/AIDS-infected individuals
in Maputo, Mozambique

Seroprevalencia del anticuerpo 1gG contra
Toxoplasma gondii en personas infectadas por
VIH/SIDA en Maputo, Mozambique

2014

ProQuest

Kodym et al.

Incidence, immunological and clinical

characteristics of reactivation of latent
in HIV-

Toxoplasma gondii infection

infected patients

Incidencia, caracteristicas inmunologicas y
clinicas de la reactivacion de la infeccion latente
por Toxoplasma gondii en pacientes infectados

por el VIH.

2014

PudMed

Rostami et al.

Frequency of Toxoplasma gondii in HIV
Positive Patients from West of Iran by
ELISA and PCR

Frecuencia de Toxoplasma gondii en pacientes
VIH positivos del oeste de Irdn mediante
ELISAy PCR.
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Latent Toxoplasma gondii Infection and

Infeccion latente por Toxoplasma gondii y

5 2014 Google Ayalew et al. Associated Risk Factors among HIV- factores de riesgo asociados entre personas
Académico Infected Individuals at Arba Minch infectadas por el VIH en el Hospital Arba
Hospital, South Ethiopia Minch, sur de Etiopia
Toxoplasma gondii — Prevalence and Risk Toxoplasma gondii: prevalencia y factores de
2 018 Google Waenurama et  Factors in HIV-infected Patients from riesgo en pacientes infectados por el VIH del
Académico al. Songklanagarind ~ Hospital,  Southern Hospital Songklanagarind, sur de Tailandia
Thailand
Seroprevalence of Toxoplasma gondii Seroprevalencia de la infeccion  por
8 2016 PudMed Shen et al. Infection among HIV/AIDS Patients in Toxoplasma gondii entre pacientes con
Eastern China. VIH/SIDA en el este de China.
Anti-Toxoplasma antibodies prevalence Anti-ToxoplasmaPrevalencia de anticuerpos y
9 2016 Elsevier Tagegne etal. and associated risk factors among HIV factores de riesgo asociados entre pacientes con
patients. VIH.
Google Toxoplasma gondii infections among Infecciones por Toxoplasma gondii entre
10 2016 Académico Ayi et al. pregnant women, children and HIV- mujeres embarazadas, nifios y personas
seropositive persons in Accra, Ghana seropositivas al VIH en Accra, Ghana
Seroprevalence of Toxoplasma gondii Seroprevalencia de Toxoplasma gondii entre
11 2017 PudMed Rezanezhad et among HIV Patients in Jahrom, Southern pacientes con VIH en Jahrom, sur de Iran.

al.

Iran.
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Cerebral toxoplasmosis as an opportunistic

Toxoplasmosis cerebral como enfermedad

Google ] disease in patients with VIH/SIDA at the oportunista en pacientes con VIH/SIDA en el
12 2017 o Arechua _ ]
Académico Teodoro Maldonado Hospital Hospital Teodoro Maldonado Carbo de
Guayaquil Carbo. Guayaquil.
Seroprevalence of Toxoplasma gondii and Seroprevalencia de Toxoplasma gondii y
associated risk factors among HIV-infected factores de riesgo asociados entre mujeres
Google women within reproductive age group at infectadas por el VIH en el grupo de edad
13 2017 o Ayalew et al. _ ) _ ) )
Académico Mizan Aman General Hospital, Southwest reproductiva en el Hospital General Mizan
Ethiopia: a cross sectional study Aman, suroeste de Etiopia: un estudio
transversal
Space Occupiing Brain Injury In An Hiv Lesion cerebral ocupante de espacio en paciente
14 2019 ProQuest Armijosetal.  Positive Patient On Antiretroviral Therapy: VIH positivo en terapia antirretroviral: reporte
Case Report. de caso.
Predictors of cases of cerebral Predictores de la coinfeccion toxoplasmosis
_ _ toxoplasmosis/hiv coinfection by gender, cerebral/vih por sexo, registrados en hospitales
15 2019 Scielo Carrillo et al. ) ) ) o ) o )
registered in Public Hospitals in Guayaquil. publicos en Guayaquil, Ecuador.
Evaluation of in-hospital ~mortality- Evaluacion de los factores de riesgo asociados a
Google associated risk factors in patients with mortalidad intrahospitalaria en pacientes con
16 2019 o Acevedo et al ) o ) )
Académico toxoplasmic encephalitis and HIV infection

at a third level hospital in Lima, Peru
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encefalitis toxoplasmica e infeccion por el VIH-
SIDA en un Hospital de nivel I11-1 de Lima,

Peru

17

2020

Google

Académico

Canar P.

Toxoplasmosis in patients infected with the
Virus of Human Immunodeficiency treated

in the Isidro Ayora Loja General Hospital

Toxoplasmosis en pacientes infectados con el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana
atendidos en el Hospital General Isidro Ayora

Loja

18

2020

PudMed

Azovtseva et al.

Cerebral toxoplasmosis in HIV-infected
patients over 2015-2018 (a case study of

Russia).

Toxoplasmosis cerebral en pacientes infectados
por el VIH entre 2015 y 2018 (un estudio de

caso de Rusia).

19

2020

Redalyc

Davila et al.

Toxoplasma Encephalitis In The Context
Of Immunodepressed Patients (HIV /
SIDA).

Encefalitis por toxoplasma en el contexto de
pacientes inmunodeprimido (VIH/SIDA).

20

2020

PudMed

Moro et al.

Clinico-epidemiological and
sociodemographic profile of HIV/AIDS
patients who are co-infected with
Toxoplasma gondii in the border region of

Brazil

Perfil

sociodemografico de pacientes VIH/SIDA

clinico-epidemiolégico y

coinfectados con Toxoplasma gondii en la

region fronteriza de Brasil
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