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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo la comparacion de métodos diagnosticos para
toxoplasmosis en muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el
periodo septiembre-octubre del 2022. Para alcanzar el objetivo se llevd a cabo un estudio
descriptivo comparativo de dos técnicas diagnosticas para la deteccion de anticuerpos 1gG/IgM
anti-Toxoplasma gondii, en 106 muestras de pacientes que fueron procesadas en el centro antes
mencionado.

Mediante el método ELISA se determind la frecuencia en 1gG e IgM en las muestras de los
pacientes las cuales se clasificaron de acuerdo a edad y sexo destacando asi el sexo femenino con
un 98% y solo el 2% de sexo masculino, la edad que predomin6 mas con la infeccidn fue de 18 a
27 afos con un 41%, Con los resultados obtenidos se evalu6 la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) de la prueba inmunocromatografica
frente a la técnica ELISA. Para IgG se determind una sensibilidad de 97%, especificidad 100%,
valor “predictivo positivo 100% y valor predictivo negativo de 99%. Para IgM se determin6 una
sensibilidad de 99%, especificidad de 100%, valor predictivo positivo 100% y valor predictivo
negativo de 94%. El valor del indice kappa fue de 0,965 (1C95% 0,866-0,976), el cual refleja una
concordancia casi absoluta entre las dos técnicas. El porcentaje de concordancia de los resultados
de IgG e IgM de las dos técnicas fue de 96% y 97%, respectivamente, y el porcentaje de
concordancia total obtenido fue de 96,5%, lo que indica que entre las dos técnicas comparadas
existe un excelente indice de concordancia (kappa= 0,916), que es un valor de concordancia muy
bueno, ya que corrige la concordancia debida solamente a la intervencion del azar e incluye el

calculo de la concordancia esperada, que incorpora los valores marginales de cada prueba.
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Introduccion

La toxoplasmosis “es una zoonosis parasitaria causada por un protozoo intracelular:
Toxoplasma gondii, Nicolle y Manceaux, 1908. Este parasito de la familia Sarcocystidae fue
descubierto por primera vez en Tanez es un roedor denominado gondii, de donde procede su
nombre” (Pérez A. P., 2002). Los sintomas, el curso y las consecuencias de la infeccion dependen
de la virulencia, el tamafio del inoculo, la genética y el estado inmunolégico del huésped. Es una
enfermedad sistémica, autolimitada y de muy bajo riesgo para las personas inmunocompetentes.

El aporte del laboratorio seroldgico en esta enfermedad es fundamental tanto para la
valoracion inicial del paciente, como para el seguimiento. En nuestro pais la Toxoplasmosis ha
sido poco estudiada, debido a que el diagnostico es complejo y no en todos los centros de salud y
hospitales se realiza. El tamizaje de las toxoplasmosis puede realizarse por métodos biolégicos,
serologicos, histologicos y moleculares o por alguna combinacion de los anteriores.

En este estudio se emplearon los métodos de Ensayo de inmunoabsorcién ligado a una
enzima (ELISA) Y la Prueba Inmunocromatogréafica, por ser las mas accesibles a nuestro medio.
Estas metodologias presentan diferencias en sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo, por ello se consider6 importante comparar los resultados entre ellas.

Por lo anteriormente expuesto, el presente estudio se realizd con el objetivo de comparar
el método ELISA con el método de pruebas inmucromatografica para el diagnostico de la
toxoplasmosis en muestras procesadas en el Centro epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el

periodo septiembre-octubre del 2022.
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Planteamiento del problema

Caracterizacion Del Problema:

La Toxoplasmosis es la zoonosis parasitaria mas difundida en la naturaleza, su incidencia
varia de un lugar a otro afectando del 4 al 98% de la poblacién mundial, estas variaciones se
atribuyen a factores geograficos, socioldgicos, econémicos y ambientales. Toxoplasma gondii es
capaz de parasitar cualquier tipo de células de los vertebrados, excepto eritrocitos. En el ser
humano la parasitacion se produce la mayoria de veces de forma asintomaética, por tanto, la
Infeccion es la regla y la Enfermedad es la excepcion. (Pérez, Gonzalez, & Medrano, 2012)

Delimitacion Del Tema:

La Toxoplasmosis no es un tema muy estudiado y en la actualidad, el Centro
Epidemioldgico Inter SILAIS Granada (CEIS) no cuenta con un estudio previo referente a este
tema, es por ello que realizamos el presente protocolo de investigacion para comparar dos métodos
de diagnostico para toxoplasmosis, determinando la frecuencia de esta enfermedad en los pacientes
asi como clasificandolos de acuerdo a edad y sexo, evaluando la sensibilidad, especificidad,
valores predictivos positivos y negativos de las prueba inmucromatografica; y por ultimo poder
establecer el grado de concordancia entre la técnica ELISA y la prueba Inmunocromatografica.

Formulacion:

Todo esto motiva diversas interrogantes referentes a la deteccion y diagndstico de la
infeccion, apoyando de esta manera las intervenciones en materia de salud publica destinadas al
descenso de la misma. Esto nos lleva a la siguiente interrogante:

¢ Cudles son los resultados de comparacion de los métodos diagndsticos para toxoplasmosis
en muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el periodo

septiembre-octubre del 2022?
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Sistematizacion:

¢Cudl es la frecuencia de toxoplasmosis segin el método ELISA de acuerdo a edad y sexo
en las muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el periodo
septiembre-octubre del 20227

¢Qué porcentaje de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de las pruebas inmunocromatograficas (Accu-Tell) en base al método estandar ELISA
para toxoplasmosis tienen las muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS
Granada?

¢Cdémo es el grado de concordancia entre las pruebas Inmunocromatogréaficas y la técnica
ELISA para toxoplasmosis en muestras procesadas en el Centro Epidemiolégico Inter SILAIS

Granada?
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Justificacion

La toxoplasmosis afecta al hombre y a otros invertebrados de sangre caliente en todo el
mundo, con la posible excepcion de la Antéartida; ahora bien, la frecuencia de esta infeccién varia
considerablemente de un pais a otro, por eso el valor de los estudios epidemiolédgicos depende de
la especificidad y la sensibilidad de los métodos que se emplean y de la validez de la muestra
examinada. (OMS, 2010)

Es importante realizar estudios epidemioldgicos de esta enfermedad, la cual no ha sido muy
estudiada en la poblacion nicaragliense, siendo de ayuda la observacion en la frecuencia de la
poblacion, sobre todo aquellos que pueden estar mas vulnerables a dicha infeccion, para poder
prevenir las afectaciones que pueden causar a aquellos pacientes que desarrollen la enfermedad y
tener un diagnostico tempranamente. Este estudio sera de beneficio para aquellos Centros de Salud
gue no cuenten con el equipo y reactivos necesarios para la realizacion del método ELISA, en la
cual se podré dar un diagnostico de una forma certera y veraz con la prueba Inmunocromatogréafica.

Es importante este estudio sobre la comparacion de métodos diagndésticos, ya que con los
datos obtenidos se podra dar recomendaciones para que la prueba inmunocromatografica pueda
incorporarse en centros de salud donde en su laboratorio no cuenten con el equipo lector de ELISA.
Los datos obtenidos son de mucha importancia para la incorporacion de nuevas metodologias

diagnosticas para la toxoplasmosis.
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Objetivos

Objetivo general:

e Comparar métodos diagnosticos para toxoplasmosis en muestras procesadas en el Centro

Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el periodo septiembre-octubre del 2022.
Objetivos especificos:

e Determinar la frecuencia de toxoplasmosis mediante el método ELISA de acuerdo a edad
y sexo en muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en el
periodo septiembre- octubre del 2022.

e Evaluar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
de la prueba inmunocromatografica (Accu-Tell) en base al método estdndar ELISA
(Vircell) en muestras procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada.

e Establecer el grado de concordancia entre la prueba Inmunocromatogréafica y el método
ELISA para toxoplasmosis por el método Kappa de Cohen en muestras procesadas en el

Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada.
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Marco referencial
Antecedentes

La Toxoplasmosis es una de las enfermedades parasitarias mas prevalentes, estimandose
presente en un 30-50% de la poblacién mundial y superando incluso a la tuberculosis latente la
cual infecta a un tercio de la poblacion humana. (Jaroslav Flerg et al., 2014)

Para desarrollar esta investigacion se realiz6 varias consultas bibliogréficas, no se encontrd
estudios relacionados al tema “Comparacion de métodos diagndstico para Toxoplasmosis en
muestras procesadas en el Centro Epidemiologico Inter SILAIS Granada en el Periodo septiembre-
octubre del 2022”. Sin embargo, se realizaron ciertas investigaciones similares con otros métodos
diagnosticos.

Internacionales

Se encontr6 un trabajo elaborado por (Hounto et al., 2014) en Benin titulado: “Evaluacion
de una prueba de diagnostico rapido en el diagnostico de toxoplasmosis en mujeres
embarazadas en Cortonou (Benin).” El objetivo del estudio fue evaluar el rendimiento de los
ImmunoComb Toxo IgG e ImmunoComb Toxo IgM (prueba de diagndstico rapido) en el
diagnostico de laboratorio de toxoplasmosis en mujeres embarazadas en Cotonou. Se recolectd
266 muestras de mujeres embarazadas para la medicion de anticuerpos IgG e IgM anti T. gondii
con los ensayos ImmunoComb toxo y con el método ARCHITECT CIMA. Las seroprevalencias
de 1gG contra T. gondii por técnica CIMA y prueba rapida fueron respectivamente 48,9% y
48,5%. La prevalencia aument6 con la edad. Los rendimientos para IgG fueron: sensibilidad 97
%, especificidad 100 %, VPP 100 %, VPN = 97.10%. Para IgM, Sensibilidad: 33,3 %
Especificidad: 100 %, VPP 100 %, VPN = 99,2 %. La seroprevalencia obtenida muestra que

aproximadamente la mitad de la poblacién del estudio no es inmune contra T. gondii. De acuerdo
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a estos resultados, y dadas las necesidades de diagndstico de toxoplasmosis en campo
caracterizadas por una importante disminucion de mujeres inmunizadas, esta prueba puede ser
recomendada en el diagndstico de laboratorio de toxoplasmosis en niveles periféricos de la
piramide de salud.

Se encontré un trabajo elaborado por (Gribaudo et al., 2017) en Argentina titulado:
“Comparacion entre Metodologias para la Deteccion de IgG Anti Toxoplasma gondii en
Suero.” Los objetivos de dicho trabajo, fueron comparar diferentes test serologicos para deteccion
de anticuerpos IgG anti Toxoplasma gondii y establecer la concordancia entre ellos. Los métodos
evaluados fueron HAI (hemaglutinacion indirecta), QM (quimioluminiscencia), e IFlI
(inmunofluorescencia indirecta). Se evaluaron 100 muestras de suero de pacientes de adultos
ambos sexos que ingresaron para realizarse el estudio de Toxoplasma gondii a las cuales se les
doso 1gG e IgM. Se descarto del analisis una muestra con resultado positivo para IgM Anti-
Toxoplasma gondii. De los 99 pacientes evaluados 19 fueron negativos por las tres técnicas, 10
fueron negativos por QM y positivos por HAI e IFI. Un paciente fue negativo por HAI y positivo
por las otras 2 técnicas. Se determind la concordancia con el coeficiente Kappa que se encontraron
para los resultados globales (positivo Negativo) fueron para HAI vs QM: 0.802, HAI vs IFI: 0.774,
QM vs IFI: 0.743, mostrando una excelente concordancia entre las técnicas HAI/QM, y buena
concordancia entre HAI/IFI y QM/IFI. En cuanto a las equivalencias propuestas (estratificando
resultados positivos) se obtuvieron los siguientes coeficientes: para HAI vs QM: 0.662, HAI vs IF:
0.569, QM vs IFI: 0.637, mostrando buenas concordancias entre HAI/QM y QM/IFI. Acorde a la
bibliografia, los resultados encontrados demuestran la importancia de utilizar siempre el mismo

método diagnostico. Para los casos en donde los pacientes no tengan acceso a la misma
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metodologia en el seguimiento clinico, se propone el uso de una tabla de relacion entre resultados
de distintas técnicas, a modo de facilitar la interpretacion de los mismos.

Se encontr6 un trabajo elaborado por (Abdel Malek y Wassef 2018) en EL Cairo, Egito
titulado: “Validez de una prueba Inmunocromatografica en la deteccion de Toxoplasma
gondii en pacientes con cancer”. Se disefid este estudio para comparar el rendimiento de una
nueva ICT (la prueba OnSite Toxo 1gG/IgM Combo Rapid) y técnicas ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti- T. gondii como herramienta para la deteccidon de toxoplasmosis entre pacientes
con cancer en EIl Cairo. Egipto. Entre 180 pacientes con cancer, un total de 110 pacientes (61,1%)
fueron positivos para anti- T. gondii anticuerpos por uno o ambos métodos. Se encontro
concordancia entre ambos métodos en el 78,8% de las muestras. Al utilizar la técnica ELISA como
prueba estandar de oro para la deteccion de anticuerpos anti- T. gondii, los resultados mostraron
una especificidad del 87,5% y una sensibilidad del 74% de la técnica ICT. Ademas, nuestros
resultados demostraron que ICT es mas sensible para detectar niveles mas bajos de anticuerpos
que ELISA, lo que lo hace preferible como prueba de deteccibn para pacientes
inmunocomprometidos.

Se encontrd un trabajo elaborado por (Rym et al., 2021) en Espaia titulado: “Contribucion
del test Toxoplasma ICT 1gG IgM en la determinacion del estado inmunoldgico de las gestantes
frente a la toxoplasmosis™ el objetivo fue estudiar su contribucion para establecer con precision el
estado inmunolégico frente a Toxoplasma en mujeres embarazadas utilizando como técnica de
referencia el Western blot (WB) Toxo Il IgG. Treinta y nueve sueros fueron seleccionados para el
estudio de entre 2.615 que ya fueron probados por IgG e IgM ELISA. En ausencia de IgM y
presencia de titulos equivocos de 1gG en ELISA, los resultados de Toxoplasma ICT 1gG-IgM y

WB Toxo Il fueron concordantes en un 94,7 %. Todas las muestras positivas en WB también
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fueron positivas en ICT, como resultado, la sensibilidad de las TIC para detectar niveles bajos de
anticuerpos IgG fue del 100 %, mientras que la especificidad fue del 50 %. EI VPP y el VPN
fueron, respectivamente, 100 % y 34 %. En presencia de IgM y ausencia de IgG en ELISA, los
resultados de Toxoplasma ICT 1gG-IlgMy WB Toxo Il fueron 85 % concordantes. Todas las
muestras positivas en el seguimiento WB Toxo Il, Obteniendo como resultado, la sensibilidad de
las TIC para detectar IgM anti - Toxoplasma especifico fue del 100 %. De las 13 muestras
negativas en WB Toxo Il, tres fueron positivas por ICT que muestran una especificidad del
76,9%. ElI VPP y el VPN fueron respectivamente 100 % y 69,3 %. Los resultados confirman la
alta sensibilidad de Toxoplasma ICT 1gG-IgM en la deteccion tanto de 1gG como de IgM anti
- Toxoplasma especificos, y destacan la utilidad de esta prueba rapida como prueba seroldgica
de Toxoplasma de primera o segunda linea en mujeres embarazadas.
Nacionales

En la busqueda de informacion bibliografica, Nicaragua cuenta con estudios seroldgicos
para la deteccion de dicha infeccion, en caso contrario a nuestro tema, no encontramos estudios
previos que hablen sobre la comparacion de métodos diagndsticos para toxoplasmosis. Ya que
este tema es muy poco estudiado en nuestro pais.

Historia

La toxoplasmosis “es una zoonosis parasitaria causada por un protozoo intracelular:
Toxoplasma gondii, dicho paréasito fue descubierto por primera vez en Tunez es un roedor
denominado gondii, por el cual procede su nombre” (Pérez A. P., 2002)

Toxoplasma gondii (T. gondii) fue descrito por primera vez por Nicolle y Manceaux,
quienes en 1908 aislaron este protozoo de células mononucleares del bazo e higado de un roedor

africano (Ctenodactylus gundi). En un principio fue considerado como una especie de Leishmania,
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pero un afio después, tras mayores estudios, se concluyo que se trataba de una nueva especie y la
denominaron T. gondii por su forma arqueada (del griego toxon = arcos) y por el nombre vulgar
del roedor en el que fue hallado, el gondii. (Grandia, Angel, & Cruz, 2013)

Epidemiologia de la infeccion por toxoplasmosis

En Estados Unidos no se advierte diferencia relevante en la prevalencia de anticuerpos
contra Toxoplasma gondii entre varones y mujeres. Con base en el sitio geogréafico y el grupo
poblacional, del 3 al 67% de los adultos muestran signos seroldgicos de infeccion. (Drazen Gill et
al., 2002)

La incidencia de toxoplasmosis congénita en Estados Unidos varia de uno en 1000 a uno
en 8000 nacidos vivos. Es posible que la frecuencia de transmision al feto dependa de la parasitaria
de la madre, de la madurez de la placenta, y de la competencia de la respuesta inmunitaria de la
gestante frente al parasito. Se ha demostrado que la transmisién congénita varia considerablemente
y depende del momento de la gestacion en que la madre contrajo la infeccion. Cerca del 85% de
los pequeios con infeccidn congénita tienen aspecto normal al nacer. Sin embargo, sin tratamiento
incluso el 85% de ellos més tarde tendran signos y sintomas de la enfermedad, en casi todos los
casos, coriorretinitis o retraso del desarrollo (Drazen Gill et al, 2002)

El parésito

Toxoplasma gondii es un protozoo parasito intracelular obligado, perteneciente al
filo Apicomplexa. Su ciclo de vida comprende diferentes estadios. Las formas infectantes son los
esporozoitos contenidos en el ooquiste esporulado, los bradizoitos contenidos en el quiste y los
taquizoitos contenidos en el pseudoquiste con forma de banana de 7-8 micras de tamafio. (Correa,
2017) (\Véase Anexo 5)

Morfologia y ciclo vital de toxoplasma gondii
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Su ciclo de vida comienza cuando el hospedador definitivo (felinos) ingiere el ooquiste
esporulado presente en el agua, en la vegetacion o ingiere los quistes o pseudoquistes presentes en
carne cruda de hospedadores intermediarios (mamiferos y aves). En el intestino del felino el
parasito continta su ciclo y nuevos ooquistes son liberados con las heces. En el exterior los
ooquistes esporulan al cabo de 1 a 5 dias.

Los ooquistes esporulados, los quistes o pseudoquistes también pueden ser ingeridos por
un hospedador intermediario, en este caso el parasito migra a través de la circulacién sanguinea
del intestino a otros 6rganos y tejidos del hospedador, quedando encerrado en una célula conocida
como pseudoquiste, donde el parasito se multiplica y se libera infectando nuevas células, con el
tiempo el pseudoquiste puede calcificarse y formar un quiste de hasta 100 micras de tamafio.
(INSST, 2021) (véase Anexo 7)

Mecanismos de transmision

Existen dos métodos de transmisién clasicos del mismo: el consumo de ooquistes que
provienen de las heces del gato y que contaminan alimentos, y el consumo de carnes crudas o mal
cocidas que contienen bradizoitos, no obstante, la revision de la literatura existente, ha demostrado
otras fuentes y formas alternativas de transmision.

Transmision acuatica de los ooquistes

La transmision acuatica de los ooquistes era considerada poco frecuente, hasta que varios
autores demostraron que esta via podria ser responsable de muchos casos de toxoplasmosis La
importancia del agua como posible fuente de infeccidn para animales y humanos, empieza a ser
tenida en cuenta cuando en la Columbia Britanica, Canadé entre finales de 1994 e inicios de 1995,
se genera un incremento subito en el diagndstico seroldgico de toxoplasmosis aguda. (Bowie et

al., 1997)
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Transmision via transfusional y por trasplantes

Los riesgos de contaminacién con Toxoplasma gondii a través de las transfusiones, estan
incrementados por la incidencia de este parasito en donantes y la tolerancia de este a los procesos
de preparacion y almacenamiento de la sangre, por lo que resulta peligroso para los grupos de
riesgo. Esta enfermedad no es de declaracion obligatoria en Cuba. El interés de conocer el
comportamiento epidemiologico de esta parasitosis nos condujo a estudiar 562 muestras de
donantes de sangre de la provincia de Guantanamo, donde resultaron positivos para 1gG anti T.
gondii el 47,0 %, con mas del 62 % de positividad en los municipios de Baracoa y Maisi, con
mayor prevalencia en areas rurales. Los valores de seropositividad observados en los grupos
etarios estudiados y la relacion entre sexo no fue significativa, aunque el contacto con el parasito
en el grupo de edad entre 18 y 40 afios fue superior. Estos datos seroepidemioldgicos alertan sobre
la necesidad de proponer acciones de control en el uso de hemoderivados en los grupos de riesgo.
(Sanchez et al., 2012)

Transmision por inhalacion de ooquistes

En 1977, un brote de toxoplasmosis aguda en un establo en Georgia, Atlanta, fue reportado
por Teutsch, parece ser el primer caso de toxoplasmosis vinculado a la inhalacién de ooquistes
aerosolizados durante una cabalgata; aunque los intentos por aislar los ooquistes del suelo fueron
infructuosos, si se logro aislar el parasito de tejidos de animales atrapados en el establo; a pesar de
este hallazgo, no se encontraron niveles de anticuerpos anti Toxoplasma sin embargo, quedan
algunas dudas sobre esta alternativa de transmision, ya que las formas infectantes deberian ser los
ooquistes, los cuales pudieron haber sido aerosolizados y posteriormente, ingeridos para la
generacién de la enfermedad; no obstante, para que este proceso ocurra, es necesario que haya

desecacidn que permita la aerosolizacion, asociada a la exposicion a la luz solar, dos factores que
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pueden ser deletéreos para la viabilidad de los ooquistes; es necesario, por tanto, hacer estudios
que demuestren la viabilidad de ellos en estas condiciones medioambientales extrema.
(Pub.Med.gov, 2008)

Toxoplasmosis congénita

La toxoplasmosis congénita es el resultado de la infeccion fetal transplacentaria
por Toxoplasma gondii después de la infeccion materna primaria. La gravedad de la enfermedad
depende de la edad gestacional en el momento de la transmision. Las infecciones del primer
trimestre son mas graves, pero menos frecuentes, que las infecciones del tercer trimestre. La
infeccion materna aguda se diagnostica por seroconversion o por la deteccion de anticuerpos IgM
y una prueba de baja avidez de 1gG. En estos casos, se debe iniciar espiramicina para prevenir la
transmision al feto. Para la identificacion de la infeccion fetal, se debe realizar una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del liquido amniético después de las 18 semanas de
gestacion. (Asociacion Espafiola Pediatrica, 2013)

Transmision sexual

La transmision por via sexual del parasito se ha documentado en varias publicaciones desde
hace medio siglo en diversos tipos de mamiferos, pero las pruebas que ésta forma de transmision
sean efectivas no son concluyentes. Uno de los animales mas estudiados, ha sido las ovejas, con
resultados sobresalientes como su alta tasa de abortos asociado a T. gondii posiblemente, adquirido
por via sexual; se demostrd experimentalmente que en ovejas seronegativas inseminadas con
semen que contenia 4 x 107 taquizoitos, se produjo seroconversion de todos los animales y por
PCR se identifico el parasito en la mayoria de los animales inoculados. Se puede afirmar que, la
transmision por la via sexual en los animales sujetos de experimentacion es muy probable, pero

¢que tan probable es en el hombre?, en la literatura actual no se ha documentado este parasito en
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muestras seminales humanas, sin embargo, se ha relacionado a T. gondii con infertilidad por medio
de la produccién de anticuerpos antiesperma o como sugieren diversos estudios, en ratones, al
producir hipogonadismo hipogonadotropico y alteraciones en la morfologia de los
espermatozoides. En humanos, tan solo se han hecho estudios post mortem, donde por
histopatologia se ha encontrado el parasito en testiculos, tubulos seminiferos, células de Sertoli y
macrdfagos testiculares, sin embargo, se debe tener en cuenta que estos sélo fueron encontrados
en personas con SIDA. (Pérez et al., 2011)

Transmisidn mecanica

Varios autores han planteado la posibilidad que en el ciclo de vida del Toxoplasma gondii,
animales aparte de los felinos participen en la transmision del mismo como transportadores
mecanicos. En base a estudios epidemioldgicos y otros estudios tedricos se habia propuesto la
posibilidad de artropodos como vectores mecanicos del parésito, hay evidencia de transmision
mecanica por cucarachas como Periplaneta americana la cual, transporta los ooquistes infectantes
durante 10 dias y se ha demostrado que hay transmision a través de las heces de las misma, al
ingerir heces de gatos infectados y posteriormente, tener contacto con alimentos.

Transmision por alimentos

Se ha considerado que esta es la principal forma en la cual los seres humanos adquieren la
infeccion por Toxoplasma gondii, ya sea por el consumo de quistes tisulares en los tejidos de los
animales para consumo humano o por la presencia de ooquistes en frutas y verduras. (Langlas et

al., 2011)

Aspectos clinicos

Patogenia
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El primer paso para la invasion celular de esporozoitos y bradizoitos es el reconocimiento
de un punto de unién en las células epiteliales (enterocitos) de la mucosa intestinal, para su
posterior invasion, incluso de células extraintestinales, llevandose a cabo un ciclo de reproduccion
incompleta. La infeccion aguda inicial lleva a la diferenciacién rapida a taquizoitos, formas
intensamente dindmicas e invasivas que cruzan eficientemente el epitelio. Cuando en el hospedero
se desarrolla una respuesta inmune como resultado de la infeccion con Toxoplasma, el proceso
evoluciona hacia la cronicidad y se forman los quistes tisulares con multiples bradizoitos. Los
parasitos liberados de ooquistes y los liberados de los quistes tisulares se multiplicaran y estos
nuevos trofozoitos pasaran al torrente sanguineo e incluso a la circulacion linfatica diseminandose
por todo el organismo.

El taquizoito es el encargado de destruir las células de manera directa y muestra
predileccion por las células parenquimatosas y las del sistema reticulo endotelial. Los humanos
son relativamente resistentes, pero de todos modos puede ocurrir infeccion leve en ganglios
linfaticos. Cuando se rompe un quiste de los tejidos libera un gran nimero de bradizoitos y una
reaccién de hipersensibilidad local que causa inflamacion, oclusion de los vasos sanguineos y
muerte celular. La infeccion congénita es causa de mortinato, coriorretinitis, calcificaciones
intracerebrales, trastornos psicomotores, hidrocefalia y microcefalia (Becerril, 2008)

Las infecciones pueden manifestarse de varias maneras: toxoplasmosis aguda,
toxoplasmosis del sistema nervioso central, toxoplasmosis congénita, toxoplasmosis ocular,
enfermedad generalizada o que no afecte al sistema nerviosos central en pacientes
inmunodeficiente.

La toxoplasmosis es adquirida horizontalmente por la ingestion de agua y otros alimentos

contaminados, carne cruda o mal cocinada de aves o mamiferos. En cambio, es una enfermedad
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congénita si se debe a la transmision vertical, de madre a hijo, durante el embarazo, el parto o la
lactancia temprana. Es poco comun que la toxoplasmosis adquirida provoque problemas clinicos
a las personas que tienen una respuesta inmune adecuada, si bien puede ocasionar cambios de
conducta y estados alterados de salud que son imperceptibles (subclinicos). No obstante, la
toxoplasmosis es clinicamente relevante en individuos con inmunodepresion ocasionada por
infecciones como el VIH o por tratamiento médico con inmunosupresores cuando se realiza un
trasplante de 6rganos o como apoyo al tratamiento del cancer. Los pacientes desarrollan problemas
graves, como encefalitis, retinocoroiditis (inflamacion de la retina), dafio sistémico generalizado,
hepato o espleno megalia (agrandamiento del higado o el bazo) y alteraciones de glandulas, entre
otros. La toxoplasmosis es causa de abortos, pues la mayoria de los embriones infectados muere.
Un primer aborto provocado por T. gondii puede favorecer pérdidas gestacionales posteriores,
aungue no se conocen las causas de estos abortos recurrentes. Si una mujer se infecta durante el
segundo tercio del embarazo, su bebé tiene una probabilidad de 16% de nacer infectado y con
problemas clinicos, principalmente del sistema nervioso central y del ojo. Los bebés cuyas mamas
se infectan al final del embarazo normalmente nacen sin alteraciones clinicas, pero desarrollan
secuelas, como convulsiones, ceguera o sordera parcial, tras algunas semanas, meses e incluso
afios después. (Correa, 2017)

Diagnostico de la enfermedad toxoplasmosis

Hasta la aparicion de las técnicas de biologia molecular, el diagnostico etiolégico de la
toxoplasmosis se ha basado, casi exclusivamente, en la deteccion de anticuerpos especificos en
suero, reservandose las técnicas de inoculacion al ratén y el cultivo celular para las infecciones
graves o potencialmente peligrosas, como la infeccion aguda en la embarazada, la toxoplasmosis

cerebral y la infeccion congénita. (Derouin et al., 2008)
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Diagnostico serolégico

La serologia es una disciplina basada en la deteccion de anticuerpos especificos contra un
determinado microorganismo, en este caso Toxoplasma gondii. Deberia Ilamarse con mayor
propiedad Inmunodiagndstico, ya que serologia es un término antiguo que alude a la utilizacion de
suero como material bioldgico en el cual se realiza el estudio. De todos modos, ambos términos se
consideran sindnimos. El concepto basico que debe tenerse en cuenta es que lo que se busca no es
el parasito y, por lo tanto, sus resultados nunca proporcionan certeza diagndéstica y deben medirse
en términos de probabilidad. Para que las probabilidades de éxito en el diagndstico seroldgico se
acerquen a la certeza es imprescindible seleccionar adecuadamente el método a emplear, el
momento de la toma de muestra y, asimismo, interpretar adecuadamente los resultados.

Pruebas de diagnostico convencional y no convencional

Las pruebas de diagnostico seroldgico generalmente se clasifican en pruebas
convencionales y no convencionales. Entre las convencionales se encuentran Inmunofluorescencia
indirecta (IFI), hemaglutinacion indirecta (HAI) y ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Las
pruebas no convencionales son también conocidas como pruebas rapidas, de muy facil ejecucion
e interpretacion. Presenta ventaja de poder realizarse en el campo debido a que no requiere
equipamiento especial. (OPS/OMS, 2005)

Meétodos serologicos

Los métodos actualmente validados son:
» ELISA
» Hemaglutinacion indirecta (HAI)

» Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
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No existen actualmente otras pruebas validadas para diagnéstico de infeccién por
toxoplasmosis. Otras técnicas como la aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas con
antigeno de T. gondii es desaconsejada por su baja confiabilidad (sensibilidad, especificidad y
reproductividad). Por Gltimo, reacciones como la Inmunocromatografia, que pueden ser muy Utiles
por la posibilidad de utilizarlas como métodos de screening rapidos en terreno y que actualmente
estan disponibles en el mercado de nuestro pais. (Lomonte, 2009)

Método de ELISA

Los parametros para determinar la confiabilidad de un método son: Sensibilidad (S), Especificidad
(E) y Valor predictivo (VP). S: capacidad de un método de dar resultado positivo en presencia de
infeccion E: capacidad de un método de dar resultado negativo en ausencia de infeccion VP:
probabilidad que un individuo con resultado positivo esté realmente infectado (VP+) o de que un
individuo con resultado negativo sea realmente no infectado (VP-) Las dos primeras son
intrinsecas del método, en cambio el VP depende de la prevalencia de la infeccion. Asi, en zona
de alta endemicidad el VP+ de un resultado positivo es mas alto que en una zona no endémica (y

por lo tanto la probabilidad de resultado falso positivo es menor).

El ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas, mas conocido por su acrénimo en inglés
“ELISA”, permite detectar la presencia de un anticuerpo o un antigeno en una muestra; fue descrito
por primera vez en 1971 por Engvall y Perlmann. Hay técnicas seroldgicas en las que la cantidad
de anticuerpos se cuantifica mas rapidamente que en la neutralizacién virica sin valorar la
capacidad protectora de los mismos. Estas técnicas tienen en comun que uno de los dos reactivos,
el antigeno o, mas frecuentemente el anticuerpo, estan marcados con una molécula, que puede ser

fluorescente, un isotopo reactivo, un metal pesado o una enzima. (Ocampo et al, 2016)
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En todas las pruebas que emplean marcadores, primero hay que adsorber o unir los
anticuerpos o los antigenos a una superficie de la que no deben desprenderse, llamada fase sélida,
y el proceso de adsorcion o fijacion se llama “tapizado”. En el caso del ELISA, la fase solida puede
ser una placa de poliestireno, tipicamente de 96 pocillos con el fondo plano. Tras haber tapizado
y lavado, se afiade por duplicado, es decir, en dos pocillos, la muestra problema, que sera antigeno
virico, si la placa esté tapizada con anticuerpos, o suero si lo estd con antigeno virico. Tras la
incubacion a la temperatura adecuada para favorecer la union Ag-Ac, generalmente a 37°C, se lava
con cuidado, pero a conciencia para eliminar los reactivos que no hayan quedado fijados a la fase
solida. Se continGan afiadiendo reactivos, incubando y lavando tantas veces como requiera el
protocolo de cada tipo concreto de ELISA. El penultimo reactivo suele ser el “conjugado”, que
son anticuerpos unidos a una enzima, es decir “marcados”, para tras la incubacién y lavado
correspondiente, afiadir el sustrato de la enzima. (BIO-RAD, 2021)

La prueba ELISA se basa en varias teorias:

e El antigeno y anticuerpo pueden enlazarse a una superficie portadora insoluble y
retener su reactividad inmunoldgica.

e Las enzimas tienen actividad especifica alta y convierten una cantidad relativamente
grande de sustrato en producto detectable, lo que permite detectar concentraciones muy
bajas del ligando.

e La actividad enzimética o reactividad inmunolégica de los conjugados se preserva y
permanece estable durante el analisis y el almacenamiento.

e Las enzimas no estan presentes en el liquido biologico que se va a analizar.

Los anticuerpos utilizados en el método ELISA son de origen monoclonal o policlonal que

se suministran como antisuero no fraccionado o fracciones de inmunoglobulina purificada, pueden
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ser solubles o estar inmoviles en un soporte sélido, son empleados como conjugados no marcados
0 enzimaticos y por ultimo reaccionan con determinante antigenico especifico de un antigeno o de
un anticuerpo ligando-especifico (anticuerpo primario) segun el protocolo de andlisis. (Nigam et
al., 2007)

Los antigenos se purifican o se producen con tecnologia recombinante, y al igual que los
anticuerpos se utilizan como conjugados marcados o enzimaticos y son inmoviles o solubles,
dependiendo del protocolo de andlisis. Como se puede deducir los conjugados enzimaticos son
antigenos o anticuerpos unidos en forma covalente a la enzima de eleccion. Asi pues, el reactivo
que se forma de la union covalente entre enzimay antigeno o anticuerpo es el conjugado. Se conoce
que es posible, también, marcar de forma no covalente anticuerpos o enzimas con biotina y agregar
avidina. La avidina posee cuatro sitios de enlace para la biotina y no todos ellos participan en la
interaccién con el anticuerpo marcado con biotina. Los sitios de enlace libres funcionan como
aceptores para la enzima marcada con biotina. Este procedimiento se acorta utilizando anticuerpo
marcado con biotina y avidina marcada con enzima. (Guzman, 2004)

Fases de un ensayo elisa

Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

a. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina).
El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en los ensayos directos e indirectos,
sandwich, etc. El antigeno marcado se emplea en ensayos de competicion de antigeno.

b. Unidn del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unién de anticuerpos o antigenos
se realiza con facilidad a la superficie de plasticos tratados que tienen gran afinidad por

proteinas.
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c. Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del antigeno unido a la
placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado (ELISA directo) o
empleando un anticuerpo primario anti-antigeno y un secundario anti primario marcado
(ELISA indirecto). Este segundo método permite la amplificacion de la sefial al poderse
unir uno 0 mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del
anticuerpo unido a la placa se incuba con una mezcla de antigeno y antigeno marcado. Se
ensayan diferentes relaciones de antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno
marcado. Es el ensayo de competicion del antigeno.

d. Revelado de la reaccion enzimética. Después de un lavado para eliminar todas las
moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se afiade el sustrato
enzimatico en solucion. Se deja reaccionar y se lee la densidad dptica (D.O.) mediante

espectrofotometria. (ELC, 2019)

Tipos de ELISA

Debido a su sencillo y rapido procedimiento, los inmunoensayos ELISA son uno de los
mas utilizados en investigacion y diagndstico para la identificacion y/o cuantificacién de analito
de naturaleza proteica como péptida, proteinas, anticuerpos y hormonas.

En funcion de la manera en que se produzcan las interacciones antigeno-anticuerpo, los

ensayos ELISA pueden clasificarse en cuatro principales categorias.

Elisa directo
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El ELISA directo es el ensayo ELISA maés simple y rapido de todos, donde un anticuerpo
primario marcado con una enzima se unird directamente al antigeno de interés permitiendo la
deteccion y/o cuantificacion del mismo.

El procedimiento simplificado seria el siguiente:

a. El antigeno se inmoviliza sobre una placa.

b. Se afiade un anticuerpo primario marcado con una enzima que se unira al antigeno de

interés.

c. Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara una sefial visible

que permitiré la deteccion y/o cuantificacion del antigeno de interés.

ELISA indirecto

Es un ensayo parecido al ELISA directo, pero en dos pasos, lo que permite amplificar la
sefial obtenida. En este caso se utilizan dos anticuerpos, uno primario y otro secundario, y es este
altimo el que ird conjugado a una enzima.

El procedimiento simplificado seria el siguiente:

a. Elantigeno se inmoviliza sobre una placa.

b. Se afiade un anticuerpo primario sin marcar que se une al antigeno de interés.

c. Se afiade un anticuerpo secundario marcado con una enzima que se unira al anticuerpo

primario.

d. Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara una sefial visible

que permitiré la deteccidn y/o cuantificacion del antigeno de interés.

ELISA competitivo
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El ELISA competitivo es una variante mas compleja de la técnica ELISA, también
conocido como ELISA de inhibicion debido al uso de un antigeno de referencia que competira con
el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo primario. Se utiliza generalmente para detectar
y/o cuantificar antigenos presentes en muy bajas cantidades.

El procedimiento simplificado es el siguiente:
a. El antigeno de referencia se inmoviliza sobre la placa.

b. Por otro lado, un exceso de anticuerpo primario sin marcar se incuba con la muestra
que contiene el antigeno de interés, dando lugar a la formacion de complejos antigeno-

anticuerpo.

c. Se afade la mezcla antigeno-anticuerpo a la placa, donde el antigeno de referencia

competira con el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo.
d. Se lava la placa eliminando los complejos antigeno-anticuerpo solubles.

e. Se afiade a la placa un anticuerpo secundario marcado con una enzima que se unira al

anticuerpo primario anclado al antigeno de referencia.

f. Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara una sefial visible
que sera inversamente proporcional a la cantidad de antigeno de interés presente en la

muestra (Abyntek, 2019)

ELISA tipo sandwich
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En el ELISA tipo sandwich el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos, uno de capturay otro
de deteccién también conocidos como pares de anticuerpos, que se uniran a dos epitopos distintos de

un mismo antigeno.

El procedimiento simplificado seria el siguiente:

1. El anticuerpo de captura se inmoviliza sobre la placa.

2. Se afade la muestra que contiene el antigeno de interés que se unira al anticuerpo de
captura.

3. Se afiade el anticuerpo de deteccidén que se unird al antigeno unido a su vez al
anticuerpo de captura.

4. En caso de que el anticuerpo de deteccion vaya conjugado a una enzima, procederemos
directamente con el 5° paso. En caso contrario (que es lo mas habitual en los ELISA
tipo sandwich), serd necesario afiadir un anticuerpo secundario marcado con una
enzima que se unira al anticuerpo de deteccion.

5. Se afade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara una sefial visible
que permitira la deteccion y/o cuantificacion del antigeno de interés. (Abyntek, 2019)
(véase en Anexo 8)

Fundamento VIRCELL IgG

Método de ELISA basado en la reaccion de los anticuerpos de la muestra con el antigeno

unido a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas por reaccion son eliminadas
por el proceso de lavado. En un paso posterior la globulina anti-humana reacciona con el complejo
antigeno-anticuerpo, y la que no se une es eliminada por los lavados, la unida reacciona con el
sustrato (TMB), para dar una reaccion coloreada azul, que cambia a amarillo tras la adicion de la

solucion de parada. (MICROBIOLOGISTS, VIRCELL, 2018)


https://www.abyntek.com/elisa-tipo-sandwich/
https://www.abyntek.com/seleccionar-pares-de-anticuerpos/
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Fundamento VIRCELL IgM

Me¢étodo de ELISA basado en la captura de IgM presente en la muestra por anticuerpos anti-
IgM unidos a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas son eliminadas en el
proceso de lavado. En un paso posterior el antigeno conjugado con peroxidasa reacciona con las
IgM capturadas y el que no se une es eliminado por los lavados; el antigeno unido reacciona con
el sustrato (TMB), para dar una reaccion coloreada azul, que cambia a amarillo tras la adicion de
la solucion de parada. (MV, 2018)

Prueba inmunocromatogréfica

Los sistemas inmunocromatograficos son sistemas rapidos, basados en la captura
inmunoldgica de un colide coloreado durante su paso a través de una membrana sobre la cual ha
sido inmovilizado un anticuerpo o un antigeno. (Escalante et al., 2001)

Ventajas de una prueba inmunocromatogréafica

Pueden realizarse a una temperatura no especifica. Al estar basadas en una reaccion enzimatica,
amplifican la sefial con el desarrollo de un producto de color que es facil de observar en el contexto

de la matriz de color blanco.

e Répido: basta afiadir muestra al sistema y esperar entre 5y 20 minutos

e Sencillo: las muestras se requieren en menor cantidad y no es necesario considerar factores
de envio y conservacion, ya que, por ejemplo, en caso de requerir heces para la prueba,
sOlo es necesario utilizar un hisopo para utilizarla.no requiere ningun instrumental de

laboratorio complicado.

e Facil de interpretar: aparece una linea indicando si el sistema es positivo o no.
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e Fiable: lleva incorporada una linea de control cuya aparicion verifica el correcto

funcionamiento del ensayo.

e De facil ejecucion: el tamafio de estas pruebas es practico y se requieren pocos materiales
adicionales de bajo costo, que ya vienen incluidos en el kit. EI material que se utiliza es
desechable y no es reutilizable. Estas pruebas rapidas se pueden llevar a cabo por una

persona que no esté capacitada para estar en un laboratorio. (O"Connor, 2015)
Desventajas de una prueba inmunocromatografica

Algunos autores describen, que la exactitud y especialmente la sensibilidad de estos
sistemas son a veces insatisfactorias. Con este tipo de pruebas también se puede incurrir en errores
y que pudieran tener una tasa mas elevada de error que las pruebas que se realizan en los
laboratorios. No son pruebas cuantitativas. (Mitamura et al, 2004)

Principio de una prueba inmunocromatogréafica

Las pruebas de flujo lateral (lateral flow) también Illamadas pruebas de
inmunocromatografia estan formadas por una serie de membranas de material poroso que se
encuentran superpuestas entre si y adheridas a una tarjeta de soporte o backing card. La prueba
comienza con la adicion de la muestra en la almohadilla de muestra (sample pad) donde es tratada
para que sea compatible con el resto del test. La muestra tratada migra desde la almohadilla de
muestra, a la almohadilla del conjugado (conjugate pad) que contiene el conjugado inmovilizado.
Generalmente, la conjugacién se realiza con particulas de oro coloidal, aunque también puede
realizarse con particulas de latex coloreadas, paramagnéticas o fluorescentes entre otras.

La muestra vuelve a movilizar el conjugado e interactia con el analito cuando ambos

migran a la siguiente seccién de la tira, que es la zona de captura. En la zona de captura se han
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inmovilizado otros componentes bioldgicos que se han depositado en lineas especificas de la
membrana donde sirven para capturar el analito y el conjugado a medida que migran por la(s)
linea(s) de test (test line). Lo podremos detectar de forma visual con la aparicion de una banda
coloreada. Asi mismo, la zona control esta formada por un tercer anticuerpo que reconoce al
reactivo de deteccion. Cuando el resto de muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unira al
conjugado libre que no ha quedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control de que
el ensayo ha funcionado bien, porque se colorea siempre, independientemente si la muestra es
positiva 0 negativa. (Ramirez et al., 2011)

Componentes de una tira inmunocromatogréafica
Almohadilla de muestra

La funcion de la almohadilla de muestra es admitir la muestra, tratarla de manera que sea

compatible con el ensayo, y liberar el analito con alta eficiencia.
Almohadilla del conjugado

El papel que juega la almohadilla de conjugado en un inmunoensayo de flujo lateral es
contener el conjugado seco, mantenerlo estable a lo largo de su vida util y liberarlo de manera
eficiente y reproducible cuando el analisis se lleve a cabo. Su composicién generalmente se basa
en una fibra de poliéster o vidrio y a menudo se pre-tratan con diferentes proteinas, polimeros, y
agentes tensoactivos para hacerlos hidrofilas con el fin de garantizar la estabilidad y la liberacion
optima del conjugado cuando entran en contacto con la muestra.

Membrana

La matriz de reaccion es tipicamente una membrana con una estructura hidréfila abierta,

que tiene como funcidn el transporte de los liquidos hacia la zona de reaccion, sobre la que se ha



Pagina |28

inmovilizado previamente los reactivos de captura bioldgicos especificos y el reactivo de control.
La membrana es, probablemente, la parte mas importante de la plataforma del ensayo. Su
rendimiento se ve influido en gran medida por su morfologia fisica y su composicion quimica.

Almohadilla absorbente

La almohadilla absorbente se compone generalmente de celulosa y se coloca en el extremo
de la tira, después de la zona de reaccion. La funcion principal de la almohadilla absorbente es
mantener el flujo de la muestra y de los reactivos a travées de la membrana y evitar la aparicion de
los falsos positivos, impidiendo la liberacion de estos de nuevo hacia la zona de deteccion.

Soporte

Con el fin de facilitar el manejo de la tira y proporcionar rigidez a la membrana utilizada
en los inmunoensayos de flujo lateral (LFIAS), a todos los componentes anteriormente descritos
(almohadilla de muestra, de conjugado, membrana y almohadilla absorbente) se montan
generalmente en un material de soporte. Los materiales utilizados son tipicamente poliestireno o
diferentes variantes de plastico, que se encuentran recubiertos de adhesivo sensible a la presién
para mantener a todos los componentes de la tira unidos en un formato definido. (Rodriguez, 2016)

Carcasa

La carcasa es tipicamente el Gltimo componente incluido en un LFIA. Aungque no es
imprescindible, es un componente muy funcional del ensayo, proporcionando un control para la
aplicacion de la muestra, de las velocidades de flujo, proporciona un flujo adecuado de los fluidos
de un componente de la tira al siguiente y tiene un gran efecto sobre la reproducibilidad del ensayo.
(Martin, 2016) (veéase en anexo

Principio De Una Prueba Inmunocromatografica ACUTELL
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El casete de prueba TOXO IgG/IgM Raépida (suero o plasma) ACCU-TELL® es un
inmunoensayo cromatografico de flujo lateral. La prueba consiste en: 1) un conjugado de color
rojo que contiene antigenos de T. gondii conjugados con oro coloidal (conjugados de T. gondii) y
conjugado de IgG-oro de conejo, 2) una tira de membrana nitrocelulosa que contiene dos bandas
de prueba (banda T1y T2) y una banda de control (Banda C). La banda T1 esta pre-revestida con
IgM monoclonal antihumano para la deteccion de IgM anti-T. gondii, la banda T2 esta pre-
revestida con reactivos para la deteccion de IgG anti-T gondii, y la banda C esta pre-revestida con
IgG anti-conejo de cabra. (ATCO, 2020)

Cuando se aplica un volumen adecuado de muestra de prueba en la almohadilla de muestra
de la prueba, la muestra migra por accién capilar a través de la tira. Si IgM anti-T. gondii. Luego
el inmunocomplejo se encuentra capturado en la membrana por el anticuerpo IgM antihumano pre-
revestido, formando una banda de T1 de color rojo, lo que indica un resultado positivo de la prueba
de T. gondii IgM.

Si IgG anti-T. gondii esta presente en la muestra se unira a los conjugados de T. gondii.
Luego el inmunocomplejo se encuentra capturado por los reactivos pre-revestidos en la membrana,
formando una banda T2 de color rojo, lo que indica un resultado positivo la prueba de 1gG de T.
gondii.

La ausencia de cualquier banda T (T1 y T2) sugiere un resultado negativo. La prueba
contiene un control interno (banda C) que debe de exhibir una banda de color rojo del
inmunocomplejo de conjugado de 1gG anti-conejo de cabra /conjugados de 1gG-oro de conejo,
independientemente del desarrollo de color en cualquiera de las bandas T. de lo contrario, el
resultado de la prueba no es vélido y la muestra debe volver a analizarse con otro dispositivo.

(\Véase en Anexo 9)
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Indicadores estadisticos basicos para evaluar el desempefio de un procedimiento

diagnostico

Prueba. Método que permite obtener informacidn sobre el nivel de salud o enfermedad, o
condicion, del paciente o usuario. Asi, una prueba de embarazo pretende saber si la usuaria tiene
la condicion de encinta; una prueba de Jobe pretende reconocer una lesion del musculo
supraespinoso. Queremos manifestar, aunque no nos haga caso casi nadie, que la sustitucion de la
palabra “prueba” por test nos parece una necedad. También conviene recordar que la
palabra prueba, con otra acepcion, es la mejor traduccion para evidence, cuando hablamos de
“evidence-based practice”.

Validez. Una prueba es valida si cumple con unos criterios de calidad, en definitiva, si es
capaz de detectar la condicion o enfermedad o ausencia de la misma. Una de las maneras de
conocer la validez de una prueba es el binomio sensibilidad-especificidad.

Patron de oro o estandar de referencia. Es el mejor método conocido para ratificar la
presencia o ausencia de la condicion a estudio. Puede ser una prueba o una combinacion de ellas,
o incluso el seguimiento de los sujetos sometidos a evaluacion. Este patron de referencia debe ser
independiente de la prueba evaluada y la precision de la misma se define por la concordancia con
aquel. Asi, idealmente, una combinacion de dolor al estiramiento de un tenddn, dolor a la
palpacion, y dolor a la contraccion resistida podria ser indicador de una tendinitis, confirmada en
su momento por un hipotético patrén de oro como una ecografia o una artroscopia, por ejemplo.

(FCM, 2019)

Sensibilidad y especificidad
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Yerushalmy, en 1947 introduce los términos de sensibilidad y especificidad como
indicadores estadisticos que evalten el grado de eficacia inherente a una prueba diagndstica.
Miden la discriminacién diagnostica de una prueba en relacion a un criterio de referencia, que se
considera la verdad, por lo cual permite comparar directamente la eficacia de una prueba con el de
otras y esperar resultados similares cuando son aplicadas en diferentes paises, regiones 0 ambitos.

La sensibilidad (S) indica la capacidad de la prueba para detectar a un sujeto enfermo,
expresando que tan sensible es la prueba ante la presencia de la enfermedad, para cuantificar la
expresion en términos probabilisticos sera: si la enfermedad esta presente

S= P (T+/ Enf) la sensibilidad es la probabilidad de que la prueba identifique como
enfermo a aquel que efectivamente lo esta.

La especificidad (E) indica la capacidad que tiene la prueba de identificar como sanos (no
enfermos) a los que efectivamente los son. La probabilidad condicional:

E=P (T-/ No Enf) la especificidad es la probabilidad de que la prueba identifique a los no
enfermos que efectivamente no lo estan.

T+ Y T- indican, respectivamente, un resultado positivo o negativo de la prueba.

Estas caracteristicas pueden estimarse a partir de una tabla de 2x2 como se muestra a
continuacion.

Donde:
a =numero de pacientes con la enfermedad diagnosticados como "positivos™ por la prueba.
b = ndmero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados como "positivos™ por la prueba.
¢ =numero de pacientes con la enfermedad diagnosticados como "negativos™ por la prueba.

d = ndmero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados como "negativos" por la prueba.
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Puede apreciarse que cada celda de la tabla refleja una caracteristica que también suele

calificarse de la manera siguiente:

a = Verdaderos positivos (VP)

b = Falsos positivos (FP)

¢ = Falsos negativos (FN)

d = Verdaderos negativos (VN)
Valores Predictivos

Los valores predictivos pretenden lo que en realidad hacemos, valorar si una prueba (de la
que conocemos sensibilidad y especificidad) me permite conocer la probabilidad de que el usuario
tenga 0 no una condicién (enfermedad, alergia, intolerancia al ejercicio, etc.), dependiendo de si
el resultado para la misma es positivo o negativo. EI matiz, nada baladi, es que ahora partimos de
una probabilidad preexamen. (FCM, 2019)

El valor predictivo positivo equivale a la probabilidad condicional de que los individuos
con una prueba positiva, tengan realmente la enfermedad.

VP (+) =P (Enf/ T+)

El valor predictivo negativo es la probabilidad condicional de que los individuos con una
prueba negativa no tengan realmente la enfermedad.

VP (-) =P (No Enf/ T-) (Torregroza, 2021)
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Disefio metodoldgico
Tipo de investigacion

Esta investigacion tuvo un enfoque cuantitativo porque se utilizo la recoleccién, el analisis
de datos y uso de la estadistica descriptiva para determinar la frecuencia de la Toxoplasmosis,
evaluacion de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, asi como la
concordancia entre las dos pruebas. Los métodos cuantitativos de investigacion son Gtiles cuando
existe en el problema a estudiar un conjunto de datos representables mediante distintos modelos
matematicos. Los resultados obtenidos son de indole numérica, descriptiva y, en algunos casos,
predictiva. (Etecé, 2013)

Tipo de estudio

Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registros de la informacion el estudio fue
Prospectivo, ya que se registro la informacion recolectada en la medida que fueron ocurriendo los
hechos.

Segun el analisis y el alcance de los resultados el estudio fue Descriptivo ya que se
realizaron comparaciones entre los métodos diagndsticos para toxoplasmosis.

Segun el periodo y secuencia del estudio es de corte Transversal ya que la investigacion
se realizé haciendo un corte en el tiempo, el cual comprende los meses de septiembre a octubre
del 2022.

Area de estudio

El estudio fue realizado en el departamento de Granada en muestras procesadas en el
Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada en un periodo comprendido de septiembre- octubre
del 2022.

Universo


https://concepto.de/investigacion/
https://concepto.de/dato/
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Para la realizacion del estudio se conformd de 118 muestras procesadas en el Centro
Epidemioldgico Inter SILAIS Granada. De las cuales 46 corresponden al mes de septiembre y 72
al mes de octubre del afio 2022.

Muestra

Se seleccionaron 106 muestras respectivamente, representando el 89.8% del universo.
Tipo de muestreo
El tipo de muestreo para la comparacion de métodos diagnosticos en el estudio fue no
probabilistico por conveniencia.
Criterios de inclusion
e Muestras remitidas al CEIS en el periodo establecido al estudio septiembre-octubre del
2022.
e Muestras que tenian debida rotulacion y hoja de solicitud del examen segln los criterios
del CEIS.
Criterios de exclusion
e Muestras mal rotuladas y sin su orden de examen.
e Resultados con concentraciones indeterminados por la técnica ELISA.
e Muestras que no ingresaron al CEIS en el periodo septiembre-octubre del afio 2022.

Unidad de anélisis

Muestras de suero/plasmas procesadas en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada
en el periodo de septiembre-octubre del afio 2022.

Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Para obtener la informacién de estudio se procedio a realizar las siguientes actividades:
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1. Seelabor6 una ficha de recoleccion de datos en base a los objetivos propuestos, esta misma
se le realizo las posibles modificaciones convenientes segun el desarrollo del estudio.

2. Se procesaron y analizaron las muestras para la recoleccién de informacion.

La técnica se entiende como el conjunto de reglas y procedimientos que le permiten al
investigador establecer la relacion con el objeto o sujeto de la investigacion.

La técnica que se empled para esta investigacion, fue la ficha de recoleccion de datos
debidamente elaborada en el afio 2022 que fue llenada a medida que se procesaron las muestras.
En donde los datos a llenar fue edad, sexo, concentraciones de anticuerpos para el método ELISA
IgG e IgM y resultados de anticuerpos para la prueba rapida IgG e IgM. Posteriormente se elaboré
una base datos que se utilizo para determinar la frecuencia de la infeccion y a su vez, hacer la
comparacion entre los dos métodos diagndsticos.

Procedimientos para la recoleccién de informacion

Los datos recopilados sobre el analisis de resultados e interpretacion de la prueba rapida y
ELISA se llevaron a cabo a través de la ficha de recoleccion de datos; los cuales fueron
operacionalizados y procesados a través de tablas, utilizando el programa IBM SPPS version 29.0
y Epidat 3.1 para la elaboracion de tablas y gréficos. La informacién fue digitada, en el programa
Microsoft Office Word 2019 y para la presentacién del trabajo se utilizo el programa Microsoft
Power Point 2019.
Obtencion y conservacion de las muestras
Obtencion de la muestra

Las muestras que se procesaron en el Laboratorio Epidemiolégico Inter SILAIS Granada
se obtuvieron de pacientes que asistieron al area clinica, una vez obtenida las muestras se procedio

a separar el suero/plasma de la sangre, pasando por un proceso de centrifugacion de 3,500 r.p.m
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por 5 minutos, una vez separado se alicuetearon las muestras en viales y luego se llevaron al area
de Toxoplasmosis para ser procesadas por los investigadores del estudio.
Conservacion de las muestras

e Si las muestras no se procesan de inmediato refrigerar a 6 °C. La muestra es viable hasta
26 dias.

e Es muy importante evitar la congelacion y descongelacion de las muestras ya que si se hace
esto al manipularla se estan resuspendiendo las enzimas, los anticuerpos y se contaminarian
las muestras.

Procedimiento

Toxoplasma ELISA 1gG Captura (Vircell)

Materiales Reactivos Equipo
- Pipeta de precision para | - Diluyente para suero - Incubadora
dispensar 5y 100 pl - Control positivo, negativo y | - Vortex
- Pipeta de precision | control CUT OFF. - Espectrofotometro de placas
multicanal para dispensar de | - Conjugado de ELISA con filtro de 450 nm
100 pl - Solucidn sustrato y filtro de referencia de
- Lavador de placas de ELISA | - Solucién STOP 620nm
- Agua destilada - Solucion de lavado
- Placas para ELISA IgG

Preparacion de solucion de lavado

1 litro de agua destilada + 50 ml de solucion de lavado concentrado.




Procedimiento

8.

9.

Colocar 100 pl de diluyente a cada pocillo.

Mezclar la muestra en el vortex y afiadir 5 ul de esta al pocillo de placa.

Afadir 5 ul de control positivo, negativo y cut off a los pocillos destinados.

Cubrir con l&mina adhesiva e incubar 45 minutos a 37 °C.
Realizar lavados 5 veces con 300 ul de solucién de lavado.
Afadir 100 pl de conjugado.

Cubrir con l&mina adhesiva e Incubar 30 minutos a 37° C.
Lavar 5 veces con 300 pl de solucién lavado.

Afadir 100 pl de sustrato

10. Incubar a temperatura ambiente 20 minutos en la oscuridad

11. Afadir 50 pl de solucién STOP.

12. Lectura 450|620 nm antes de una hora acabado el ensayo.

Protocolo de validacién

Control >0.9
positivo

Control <0.5
negativo

Cut off >0.55, <1.5
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Interpretacion (véase Anexo 29)

Positivo >11
Dudoso 0-11
Negativo <9

Toxoplasma ELISA 1gG Captura (Vircell)
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Materiales

Reactivos

Equipo

- Pipeta de precisién para
dispensar 5y 100 pl

- Pipeta de precision multicanal
para dispensar de 100 pl

- Lavador de placas de ELISA
- Agua destilada

- Placas para ELISA IgM

- Diluyente para suero o plasma
- Control positivo, negativo y
control CUT OFF.

- Conjugado

- Solucion sustrato

- Solucion STOP

- Solucién de lavado

- Solucion tamponada para la

reconstitucion del conjugado.

- Incubadora

- Vortex

- Espectrofotometro de placas
de ELISA con filtro de 450 nm

y filtro de referencia de 620nm

Preparacion de solucion de lavado

1 litro de agua destilada + 50 ml de lavado de solucion de lavado concentrado.

Preparacion de conjugado para IgM
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vortex

Afadir 3 ml de solucion de reconstitucion a un vial de conjugado liofilizado. Y mezclar mediante

Procedimiento

9.

Afadir 100 pul de diluyente a los pocillos, excepto a los controles.

Mezclar en el vortex la muestra y afiadir 5 pl de esta al pocillo.
Afadir 100 ul de control negativo, positivo y cut off.

Incubar 60 minutos a 37° C.

Lavar 5 veces con 300 pl de solucién de lavado.

Afadir 100 ul de conjugado

Incubar 60 minutos a 37° C.

Lavar 5 veces con 300 pl de solucién de lavado

Afadir 100 de pl sustrato

10. Incubar 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

11. Afadir 50 pl de solucién STOP.

12. Lectura de 450\620 nm.

Protocolo de validacién

Control >0.9
positivo

Control <0.5
negativo

Cut off >0.55, <1.5
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Interpretacion (véase Anexo 30)

Positivo >11
Dudoso 0-11
Negativo <9

Prueba Inmunocromatogréafica Acu-Tell 1gG / IgM

Materiales

Casette de prueba
Goteros

Prospecto

Procedimiento de prueba

1. Colocar la bolsa a temperatura ambiente antes de abrirla. Retire el casette de prueba de la
bolsa sellada y Usela en una hora.

2. Coloqgue el casette de prueba sobre una superficie limpia y nivelada. Sostenga el gotero
verticalmente y transfiere 3 gotas de suero o plasma (aproximadamente 75 pl) al pocillo de
la muestra del casette de prueba. Evite la formacion de burbujas de aire en el espécimen.

3. Espere a que aparezcan las lineas de color. Compruebe el resultado dentro de 15 minutos.

No interprete resultados después de 20 minutos.
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Interpretacion de resultados

POSITIVO: * Aparecen dos o tres lineas. Una linea de color siempre debe aparecer en el area
de la linea de control (C) y otra o dos lineas de color aparentes deben estar en la(s) area(s) de la

linea de prueba (IgM y/o 1gG).

IgM Positivo: Junto con la linea en el area de control (C), aparece una linea en el area IgM.

Indica un resultado de prueba positivo para anticuerpos de Toxoplasma.

IgG Positivo: Junto con la linea en el area de control (C), aparece una linea en el area IgG.

Indica un resultado de prueba positivo para anticuerpos de Toxoplasma.

*NOTA: La intensidad del color en las areas de la linea de prueba (IgM e IgG) puede variar
dependiendo de la concentracion de anticuerpos de Toxoplasma presentes en la muestra. Por lo
tanto, cualquier tono de color en el area de la linea de prueba (IgM y/o 1gG) debe considerarse

positivo.

NEGATIVO: Una linea de color aparece en el area de la linea de control (C). No aparece
ninguna linea en las areas de la linea de prueba (IgM e IgG).

INVALIDO: No aparece la linea de control. VVolumen de muestra insuficiente o técnicas de
procedimiento incorrectas son las razones mas probables para la falla de la linea de control.
Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva prueba. Si el problema persiste,
suspenda el uso del kit de prueba inmediatamente y contacte a su distribuidor local.

Etica en la investigacion

El presente estudio fue sometido primero a una aprobacion por el departamento de
Bioanalisis Clinico del POLISAL de la UNAN-MANAGUA, posteriormente al SILAIS Granada,

garantizando ante todo la confidencialidad de los datos obtenidos. Se considera que es una
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investigacion sin riesgo alguno. Estos datos son de caracter estadisticos, por lo que solo se utiliz6
edad, sexo y resultados del paciente. No se realizd consentimiento informado a los pacientes ya
que no se tuvo contacto directo con ellos, debido a que muchas de las muestras que se procesaron
en el Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada (CEIS) fueron enviadas por centros de salud
y puestos de salud, pero si se realizd un consentimiento institucional con el fin de proteger los
datos a utilizar de los pacientes. La informacion es con fines académicos, por lo que hubo acceso
restringido a la informacion de los pacientes a personas extrafias a la investigacion y la entrega de

resultados fue en el centro antes mencionado.



Operacionalizacién De Las Variables
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Variables Criterio Valor Indicador Instrumento
Frecuencia de | Cantidad  de Frecuencia Ficha de
toxoplasmosis casos positivos recoleccion
mediante el método | o negativos de
ELISA informacion
ELISA 1gG - Positivo: Reporte  de

- Positivo >11 Ul/mL concentracio
- Negativo - Negativo: nes
- Dudoso <9 Ul/mL obtenidas.
- Registro  de
Indeterminado: resultados.
9-11 Ul/mL Andlisis  de
IgM - Positivo: >11 resultados de
- Positivo Ul/mL acuerdo  al
- Negativo - Negativo: <9 punto de
- Dudoso Ul/mL corte/cut off.
Indeterminado:
9-11 Ul/mL
Variables Criterio Valor Indicador Instrumento
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Edad IgM 0-10 Edad del | Ficha de
- Positivo 11-21 paciente en | recoleccion
- Negativo 22-32 afios cumplidos | de
- Dudoso 33-43 informacion
44-54
55-65
66-77
78-88
89-99
Sexo Masculino Ficha de
Femenino recoleccion
de
informacion
Sensibilidad Verdaderos Porcentaje de | Prueba de
positivos*100/ Sensibilidad laboratorio
verdaderos
positivos +
falsos
negativos
Especificidad Verdadero Porcentaje de | Prueba de
negativo especificidad laboratorio

*100/verdader
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0S negativos +

falsos positivos

Valor predictivo | verdaderos Porcentaje de | Prueba de
positivo positivos*100/ Valor laboratorio
verdaderos predictivo
positivos + positivo
falsos positivos
Variables Criterio Valor Indicador Instrumento
Valor predictivo | verdaderos Porcentaje Prueba  de
negativo negativos*100/ predictivo laboratorio
verdaderos negativo
negativos  +
falsos
negativos
Concordancia K=proporcion | Anadlisis de

de
concordancia
observada-
proporcion  de
concordancia
esperada/l-

proporcion  de

los resultados

en el informe
general.
Registro de

reportes  de

resultados.
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concordancia

esperada

ELISA IgG - Positivo: Reporte  de
- Positivo >11 Ul/mL concentracio
- Negativo - Negativo: <9 nes
- Dudoso Ul/mL obtenidas.
- Registro  de
Indeterminado: resultados.
9-11 Ul/mL Andlisis  de
resultados de
acuerdo  al
punto de
corte/cut off
ELISA IgM - Positivo: Reporte  de
- Positivo >11 Ul/mL concentracio
- Negativo - Negativo: nes
- Dudoso <9 Ul/mL obtenidas.

Registro de
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Indeterminado:

9-11 Ul/mL

resultados.

Anélisis  de
resultados de
acuerdo  al
punto de

corte/cut off
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Anélisis Y Discusion

Se realizo6 un estudio descriptivo para determinar la frecuencia de Toxoplasmosis, por lo
que se analizaron 106 muestras en el Centro Epidemiolégico Inter SILAIS Granada en el periodo
Septiembre — Octubre del 2022. El diagndstico de toxoplasmosis es importante para la toma de
una decision al momento de iniciar o no el tratamiento. Los resultados obtenidos por la prueba
ELISA (Vircell) para determinar la frecuencia de dicha infeccion seguin sexo, fueron 104 pacientes
femeninos (98%) y 2 pacientes masculinos (2%). Resultando para ELISA 1gG un total 70 (66%)
muestras de pacientes positivos y 36 (34%) muestras de pacientes negativos. para IgM 16 (15%)
muestras positivas y 90 (85%) muestras negativas.

Figura 1. Sexo de los pacientes a quienes se les realizo la prueba para el diagndstico de toxoplasmosis,

por el método ELISA.

Sexo de los pacientes a quienes se les realizo la prueba para el
diagndstico de toxoplasmosis por el método ELISA

2 (2%)

B Femenino

B Masculino

104(98%)

En la mayoria de los casos por infeccion de toxoplasmosis suelen ser asintomaticos y en
aquellas personas que desarrollan sintomas, las consecuencias pueden llegar a ser muy graves.
Representando un gran riesgo para la poblacidn en general, sobre todo en mujeres gestantes, nifios
y pacientes inmunodeprimidos. De las 70 muestras positivas para 1gG el 98% corresponde al sexo

femenino y el 2% al sexo masculino. En el caso de las 36 muestras negativas para 1gG, el 98%
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fueron pacientes del sexo femenino y el 2% del sexo masculino. Para IgM De las 16 muestras
positivas 100% pertenecen al sexo femenino. La incidencia del sexo femenino es debido a que
muchas mujeres embarazadas asisten a control prenatal en el laboratorio regional. Cabe recalcar,
que las muestras importantes para el estudio son las positivas porque esto indica que el paciente
cursa con una infeccidn y este a su vez esta desarrollando anticuerpos, lo mas importante es que el
método pueda detectarlo, para que aquellos pacientes que presenten dichos anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii puedan ser tratados medicamente de ser necesario.

En la figura 1 se muestra la distribucion de las muestras de los pacientes en diferentes
rangos de edad con el fin de determinar el grupo que predomino con toxoplasmosis. En el gréfico
se evidencia que la edad de los pacientes a quienes se les realizd la prueba diagnostica;
corresponden al grupo etario de 56 afios con 1%, de 37 a 46 afios (7%), de 7 a 17 afios con un
(16%), le sigue de 28 a 36 afios (36%), y por ultimo de 18 a 27 afios (41%) siendo este el que
predomino con la infeccion.

Figura 1. Edad de pacientes a quienes se les realizo la prueba diagndstica para toxoplasmosis por medio

del método ELISA.

Frecuencia de Edad

43
38
41% 36%
B

7A17 18 A 27 28 A 36 37A46 47 A 56
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La tabla 1 muestra los resultados concordantes y discordantes, tanto positivos como
negativos, obtenidos por las dos técnicas (ELISA y la prueba Inmunocromatografica) para IgG. Se
obtuvieron 69 sueros positivos y 37 sueros negativos para la prueba ACUTELL y 70 sueros
positivos y 36 sueros negativos por la técnica ELISA. Ademas, una muestra que fue negativa para

ACUTELL, fue positiva por la técnica de ELISA.

Tabla 1. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas de ELISA 'y prueba ACUTELL

para IgG.
ACUTELL IgG
Negativa Positiva
Negativa 36 0 36
ELISA lgG Positiva 1 69 70
37 69
Total 106

La tabla 2 muestra los resultados concordantes y discordantes, tanto positivos como
negativos, obtenidos por las dos técnicas (ELISA y la prueba ACUTELL) para IgM. Se obtuvieron
15 sueros positivos y 91 sueros negativos para la prueba ACUTELL y 16 sueros positivos y 90
sueros negativos por la técnica ELISA. Ademas, una muestra que fue negativa para ACUTELL,
fue positiva por la técnica de ELISA.

Tabla 2. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas de ELISA y la prueba ACUTELL

para IgM.
ACUTELL IgM
Negativa Positiva
Negativa 90 0 90
ELISA IgM
SAlg Positiva 1 15 16
91 15
Total 106

En este estudio evaluamos la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para diagnosticar la

toxoplasmosis de las pruebas inmunocromatograficas. Los resultados de dicho método fueron



Pagina |51

comparados con los resultados del procedimiento de ELISA para toxoplasmosis. Se tom6 como
muestra 106 pacientes para IgG/IgM.

De las 70 muestras de pacientes IgG por ELISA positivos. 69 fueron positivos por
ACUTELL, una muestra resultd ser falsa negativa (con una concentracion de 15 Ul/mL) y de las
muestras de pacientes 1gG negativo, 36 fueron por ELISA y 37 fueron negativos para ACUTELL,
por lo tanto, se determind que la prueba ACUTELL frente a ELISA tiene una sensibilidad del 97%,
especificidad del 100%, siendo los valores predictivos positivo y negativo 100, 99%
respectivamente. Donde hay un 100% de probabilidad de que un resultado positivo por prueba
inmunocromatogréafica sea positivo por ELISA, vale decir que el 100% de probabilidad de que los
pacientes con resultado positivo por prueba inmunocromatografica estén realmente afectados por
la infeccién; y un 99% de probabilidad de que un resultado negativo por prueba
inmunocromatografica sea negativo por ELISA o dicho de otra manera un 99% de probabilidad
de que sujetos con seronegatividad sean realmente seronegativos.

De las 16 muestras de pacientes IgM por ELISA positivos, 15 fueron positivos por
ACUTELL, una result6é ser falsa negativa (con una concentracion de 11 Ul/mL), y de las 90
muestras de pacientes IgM por ELISA negativo, 91 fueron negativos por ACUTELL. Ninguno
resulto ser falso positivo. Por lo tanto, se determiné que la prueba ACUTELL frente a ELISA tiene
una sensibilidad del 99%, especificidad del 100%, siendo los valores predictivos positivo y
negativo 100%, 94% respectivamente. Donde hay un 100% de probabilidad de que un resultado
positivo por prueba inmunocromatografica sea positivo por ELISA, vale decir que el 100% de
probabilidad de que individuos con resultado positivo por prueba inmunocromatogréafica estén
realmente afectados por la infeccion; y un 100% de probabilidad de que un resultado negativo por

prueba inmunocromatogréfica sea negativo por ELISA o dicho de otra manera un 100% de
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probabilidad de que sujetos con seronegatividad sean realmente seronegativos. Los presentes
resultados y su aplicacion practica son significativos por que la prueba inmunocromatografica es
precisa para diagnosticar toxoplasmosis en suero/plasma, en comparacion con la prueba ELISA
que tienen una sensibilidad y especificidad, consideramos el estandar de oro.

El porcentaje de muestras discordantes en este estudio comparativo se pudo deber a
reacciones cruzadas, tales como factor reumatoideo y anticuerpos antinucleares, entre otras. Por
su sencillez y bajo costo y alta sensibilidad en la deteccién de IgG e IgM, la prueba
inmunocromatografica podria recomendarse para el uso en lugares donde no cuente con un equipo
ELISA.

Sin embargo, los resultados positivos, deben ser confirmados por otras técnicas de
referencia mas especificas. La intensidad de la banda en la prueba inmunocromatogréafica no tiene
una correlacion lineal con el titulo de anticuerpos de la muestra. Un resultado negativo para un
sujeto individual no excluye la posibilidad de exposicion o infeccion con T. gondii. Y Puede
producirse un resultado negativo si la cantidad de anticuerpos contra T. gondii presentes en la
muestra esta por debajo de los limites de deteccion del ensayo, o si los anticuerpos que se detectan
no estan presentes durante la etapa de la enfermedad en la que se recoge una muestra. Es importante
tener presente que no es posible establecer una relacion directa entre los titulos de anticuerpos
IgG/IgM contra T. gondii presentes en una muestra y determinarlos por el método de
inmunocromatografia, ya que esta Ultima se limita a la deteccion cualitativa de los anticuerpos anti
T. gondii en suero o plasma humano.

En este estudio se realizé un analisis de concordancia entre una prueba comercial ELISA
tipo sandwich (Vircell), basado en la reaccion de los anticuerpos de la muestra con el antigeno

unido a la superficie de poliestireno Prueba Rapida (ACUTELL). Las inmunoglobulinas no unidas
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por reaccion con el antigeno son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso posterior la
globulina anti-humana reacciona con el complejo antigeno- anticuerpo, y la que no se une es
eliminada por los lavados, la unida reacciona con el sustrato (TMB), para dar una reaccion
coloreada azul, que cambia a amarillo, tras la adicién de una soluciéon de parada. La prueba
inmunocromatografica ACUTELL, es un inmunoensayo de flujo lateral, que consiste en un
conjugado de color rojo que contiene antigenos de IgG/IgM T. gondii conjugados con oro y una
tira de membrana de nitrocelulosa. Este kit esta destinado a ser utilizado como prueba de deteccion
y como ayuda en el diagnoéstico de infeccion con T. gondii. La prueba comienza con la adicién de
la muestra en la almohadilla de muestra (sample pad) donde es tratada para que sea compatible
con el resto del test. La muestra tratada migra desde la almohadilla de muestra, a la almohadilla
del conjugado inmovilizado. La muestra vuelve a movilizar el conjugado e interactda con el analito
cuando ambos migran a la siguiente seccidn de la tira, que es la zona de captura. En la zona de
captura se han inmovilizado otros componentes bioldgicos que se han depositado en lineas
especificas de la membrana donde sirven para capturar el analito y el conjugado a medida que
migran por las lineas de test (test line). Lo podremos detectar de forma visual con la aparicion de
una banda coloreada. Asi mismo, la zona control esta formada por un tercer anticuerpo que
reconoce al reactivo de deteccion. Cuando el resto de muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se
uniré al conjugado libre que no ha quedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control
de que el ensayo ha funcionado bien, porque se colorea siempre, independientemente si la muestra
es positiva o negativa.

El analisis de la concordancia de los resultados emitidos por ambos métodos para 1gG

mediante la indice kappa resulté en un valor de 0.97, lo que segun la escala de valores para este
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indice con un intervalo de confianza del 95% (p<0,005), significa que es una muy buena
concordancia.

El andlisis de la concordancia de los resultados emitidos por ambos métodos para IgM
mediante la indice kappa resulté en un valor de 0.96, lo que segln la escala de valores para este
indice con un intervalo de confianza del 95% (p<0,005), significa que es una muy buena
concordancia.

La tabla 3 muestra la concordancia total al comparar las dos técnicas de diagndstico. El
porcentaje de concordancia de los resultados positivos y negativos para 1gG e IgM de las dos
técnicas fue de 97% y 96%, respectivamente, y el porcentaje de concordancia total obtenido fue

de 96,5%.

Tabla 3. Porcentaje de concordancia total al comparar las dos técnicas

Concordancia entre los resultados de ELISA y la prueba ACUTELL

Concordancia entre los resultados de la 1gG 96%
Concordancia entre los resultados de la IgM 97%
Concordancia total 96.5%

Como hallazgos relevantes para el presente estudio se encontr6 que el porcentaje de
concordancia de los resultados positivos y negativos de las dos técnicas para IgG fue de 96% vy
para IgM fue de 97, respectivamente, y el porcentaje de concordancia total obtenido fue de 96,5%,
lo que indica que entre las dos técnicas comparadas existe un excelente indice de concordancia
(kappa=0.8-1.0), que es un valor de concordancia muy bueno, ya que corrige la concordancia
debida solamente a la intervencion del azar e incluye el célculo de la concordancia esperada, que

incorpora los valores marginales de cada prueba.
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Conclusiones

El diagnostico de infeccién por toxoplasmosis mediante el método ELISA reflejo el
predominio del sexo femenino (98 %), y en un menor porcentaje el sexo masculino (2 %). Las
edades mas expuestas a la infeccidn segun el analisis fueron de 18 a 27 afios de edad con un 41%
y estas pertenecen a la etapa de a la adolescencia y juventud.

Al realizar la comparacion de la prueba Inmunocromatogréafica (ACUTELL) frente a la
prueba ELISA (VIRCELL), en el caso de la IgG se obtuvo una sensibilidad de 97 % para detectar
a los pacientes enfermos, una especificidad de 100% para detectar a los pacientes sanos, siendo el
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo 100 y 99 % respectivamente. En el caso de la
IgM se obtuvo un 99% de sensibilidad y una especificidad de 100%, en donde el valor predictivo
positivo fue de 100%, y el valor predictivo negativo fue del 94% mostrando los valores altos de
los indicadores diagnosticos.

Al comparar los dos métodos diagnostico tanto del ELISA como la prueba
Inmunocromatogréfica, se compar6 la concordancia, obteniendo una muy buena concordancia
segun el margen de referencia con el 97% para IgG y 96% para IgM. Mostrando una muy buena
correlacion entre positivos y negativos. La prueba rapida es un método efectivo y viable para la
determinacion de los dos anticuerpos, por otro lado, esta no refleja las concentraciones de
anticuerpos presentes en las muestras de los pacientes, significa que la ELISA tendra que jugar un
papel como prueba confirmatoria en aquellos casos que presenten resultados positivos tanto con

IgG como en IgM.
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Recomendaciones
En base a los resultados obtenidos y el andlisis de esta investigacion se recomienda
implementar la prueba répida para la deteccion de toxoplasmosis en los diferentes Centros o
puestos de Salud que no dispongan con los recursos para realizar ELISA dando asi un diagnéstico
para dicha infeccion. En aquellas instalaciones como hospitales y puestos regionales utilizar la
prueba ELISA como prueba complementaria para la confirmacion y conocimiento de las
concentraciones de los anticuerpos, en casos que dieran positivo en uno o ambos anticuerpos (1gG/

IgM).
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anexo 1. Solicitud de aprobacion de tema para estudio monogrdfico al POLISAL e SILAIS Granada

(7, | UNIVERSIDAD
ol | NACIONAL

{e | Autonoma ot
W&, | Nicaracua,
e ® | MANAGUA

i SUBDIRECCION DOCENTE

“2022: VAMOS POR MAS VICTORIAS EDUCATIVAS”
Managua, 23 de agosto del 20

Lic. Urania Mercado Mora.
Directora

SILAIS-Granada

Su Oficina

Estimada Licenciada Mercado: Reciba abundantes bendiciones.

A través de la presente le remito adjunto, perfil de investigacion; con el tema: “Comparacion
de métodos Diagnésticos para Toxoplasmosis en muestras procesadas en el centro
Epidemiolégico Intersilais Granada en el periodo septiembre -noviembre del 2022”.

Autores:
Bra. Maria Fernanda Vega Mejia
Bra. Gerald Daniel Lopez Gaitan
Bra, Francis Daniela Gutiérrez Gonzalez

Con el fin de que se les permita a los estudiantes de la carrera de Bioanalisis Clinico el permiso
para ingresar al centro que corresponde para que puedan realizar su estudio.

Agradeciendo su amable atencién a la presente, le saludo.

\4 4
Fraternalmente, o("' b u‘_?q
+
i T
PhD. Ze a Quir
Sub Direccion D
C: Dra. Rosa Reyes/ Responsable de Docencia
ivo
iA LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD!
Universitaria Rigoberto Lopez Pérez, 150 Metros al Esto, Codigo Postal: 663 - Managua, Nicaragus
Teléfonos 505 22770267 122770269 v 2
f ‘ MINISTERIQ DE “‘ -
: #7 BILAIS GRANADA |

\.,,,/ DIRECCION GRERAYL
RECIBILD
- e 7
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anexo 2. Entrega formal de cajas con las pruebas inmunocromatogrdfica con la que posteriormente se

haria el estudio comparativo.

——mp——r

Granada, 30 de agosto del 2022
Lic. Maria Mercedes Flores Duarte

Directora del Centro Epidemiolégico Inter Silais Granada

Saludos cordiales, por medio de la presente hacemos de su conocimiento que el dia de
hoy 30 de agosto de 2022, los estudiantes realizan la entrega formal de ocho cajas de
pruebas inmunocromatograficas TOXO IgG/IgM, ACCU-TELL, cada caja trae 20
unidades de casete. El laboratorio se hace responsable de su almacenamiento, cabe
destacar que su uso y manipulacion seré estrictamente limitada a la directora del centro e
investigadores que llevaran a cabo el estudio.

Sin mas que agregar, gracias por su atencién.

Atentamente

Br. Maria Fernanda Vega Mejia %/)"‘é}ﬂ -

Br. Francis Daniela Gutiérrez Gonzélez

Br. Gerald Daniel Lopez Gaitdn ,g

Estudiantes de Bioanalisis Clinico de 5to afio en curso del 2022
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. o o
anexo 3. Consentimiento institucional dirigido al Centro Epidemioldgico Inter SILAIS Granada ya que s

trabajo directo con las muestras de los pacientes, no con los pacientes.

Centro Epidemiolégico Intersilais Granada

CONSENTIMIENTO INSTITUCIONAL

Por este medio hago constar que  apoyamos el estudio

investigativo titulado
“"COMPARACION DE METODOS DIAGNOSTICOS PARA TOXOPLASMOSIS EN
MUESTRAS PROCESADAS EN EL CENTRO EPIDEMIOLOGICO INTERSILAIS
GRANADA EN EI, PERIODO SEPTIEMBRE-NOVIEMBRE DEL 2022". Autorizando
el ingreso a los Br. Maria Fernanda Vega Mejia, Br. Gerald Daniel Lépez Gaitan, Br. Francis

Daniela Gutiérrez Gonzilez, para la manipulacién y procesamiento de las muestras de los

pacientes durante el tiempo estipulado, que serdn tres meses para su respectivo muestreo. Los
estudiantes se haran responsable de la compra de las pruebas inmunocromatograficas de
toxoplasmosis 1gG e IgM, haciéndose cargo del control de las mismas, las cuales seran

almacenadas en el laboratorio, la institucion se hara cargo por los kits de ELISA. Se esta de

acuerdo de que, este estudio serd publicado y puesto en el repositorio de la UNAN-

MANAGUA, teniendo presente la confidencialidad de los pacientes, asi como los resultados

obtenidos, ya que, la informacién sera utilizada para fines investigativos, teniendo presente el
beneficio que puede traer esta investigacion. Los investigadores se comprometen de manera

libre y voluntaria a cumplir con los protocolos y normas de bioseguridad establecidas por la
institucién, manteniendo el perfil profesional y ético.

Se extiende la presente solicitud de parte de los interesados para los fines que se estime

3 conveniente en la ciudad de Granada, a los Dieciséis dias del mes de Agosto de dos mil
l veintidos.

Cordialmente.

L L
; 2 Lic. Mar&%ﬁor -

%., e % N 7
Directora del Centro Epidem\folé‘gico lntg:;&j!ais Granada

7 o




Anexo 4. ficha de recoleccidn de informacion

RECINTO UNIVERSITARIO “RUBEN DARIO”

INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD “LUIS FELIPE MONCADA”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS CLINICO

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

Ficha De Recoleccion de Datos

Fecha: Método ELISA Vircell Prueba Inmunocromatografica Accu-Tell
Concentraciones de Anticuerpos Resultados de Anticuerpos
N.2 | Cddigo Sexo y Edad IgG lgM Positivo Negativo IgG IgM Negativo

Interpretacion de prueba Inmunocromatogafica
Positivo De dos a tres lineas ( C 1gG/IgM )
Negativo Una linea del control (C )
Invalido No aparece la linea de control

Rango de Referencia ELISA
Indice Inte rpretacion
<9 Negativo
9 all Indeterminado
>11 Positivo




Anexo 5. Estructura del parasito Toxoplasma gondii; Es un protozoo que mide 4 a 8 um de largo por 2 a 4 um de ancho,
tiene forma de media luna con un extremo aguzado y el otro romo. No presentan cilios, flagelos ni seudopodios, En el
extremo anterior presenta la estructura tipica de los que pertenecen al Phylum Apicomplexa, denominada "complejo
apical", constituida por un anillo polar, roptries y micronemas. Cercano al anillo polar, se encuentra el conoide de 0,2 um de
didmetro, desde donde se desprenden 5 a 18 estructuras cilindricas que pueden llegar hasta el ntcleo o hasta el extremo
posterior del pardsito. Su nucleo es vesicular y central y mide 1 a 1,5 um de didmetro. El citoplasma es vacuolar y contiene
el aparato de Golgi, numerosos ribosomas, reticulo endopldsmico rugoso y mitocondrias Tomado de medicina de
monografias veterinarias.

Toxoplasma gondii

Endoplasmic reticulum

Plasma membrane
Inner membrane
Micronemes

Dense granules

Conoid

Anexo 6. Formas del Toxoplasma gondii. A: ooquiste esporulado (maduro) con una pared delgada que contiene 2
esporoquistes, cada uno con 4 esporozoitos; B: ooquiste no esporulado con pared doble que es excretado en la materia
fecal del gato infectado; C: taquizoitos en tejido pulmonar con forma de luna creciente; D: quiste tisular en un corte de
musculo que contiene bradizoitos; E: quiste tisular proveniente de cerebro infectado con cientos de bradizoitos. Tomado de
programa de educacion médica y certificada, universidad de Antioquia.




Anexo 7. Ciclo de vida del parasito Toxoplasma gondii, i. Los felinos son los tinicos hospederos conocidos de la fase sexual
del T. gondii'y por lo tanto son el principal reservorio del pardsito. Los gatos se infectan con T. gondii al ingerir animales
contaminados con quistes tisulares que contienen bradizoitos, o al ingerir alimentos o agua contaminados con ooquistes.
Después de que el gato los ingiere, se liberan pardsitos que invaden las células epiteliales del intestino delgado, los cuales
inician una fase asexual seguida de una sexual para formar ooquistes que serdn excretados en la materia fecal. Los
ooquistes no esporulados (no infecciosos) son excretados durante unos dias y tardan varios dias en volverse infecciosos. El
hombre puede adquirir la infeccion por varias vias: (1) por la ingestion de carne mal cocida contaminada con quistes de T.
gondii; (2) por la ingestion de ooquistes a través de alimentos contaminados; (3) por transmision placentaria de la madre al
hijo; y (4) por transplante de érganos o sangre infectada con quistes tisulares o taquizoitos, respectivamente. Los pardsitos
forman los quistes tisulares, usualmente en el musculo esquelético o miocdrdico y en el cerebro; estos quistes permanecen
alli durante la vida del hospedero. Ante una inmunosupresion grave, los bradizoitos en el interior de los quistes pueden
convertirse en taquizoitos e inducir una reactivacion de la toxoplasmosis. Tomado de programa de educacion médica
certificada. Universidad de Antioquia.




Anexo 8. Esquema simplificado de un ensayo ELISA tipo Sandwich

Antigeno (ll.ema)

Amticuerpo de deteccion

conjugado a AP o HAP

L lavado
2. Adicion del
sustrato
% Lorede 3. Incubacion
2. Aiadis anticuerpo
3. Incubas

\

>

r}YYY a 1. Lavado ﬁ

Placa reublerta con anticuerpo
antigeno-especitico

‘

Lectura de s placa

/Llum

L lavado

2. Adicion de 2. Mlicion del
estreptavidina - HRP sustrate

3. Incubacion 3. Incubacion

Anticuerpo de deteccion
conjugado a biotina

Anexo 9. . Esquema general de los principales componentes de una tira inmunocromatogrdfica para la deteccion de

antigeno o anticuerpo en la muestra estudiada

LINEA DE CAPTURA (TEST)

—»> Membrana de
—>

ZONA DEL nitrocelulosa
CONJUGADO

Membrana de

nitrocelulosa ZOMNA DE
ABSORCION

LINEA DE CONTROL




Anexo 10. Procedimiento e interpretacion de resultados de la prueba rdpida para diagndstico de toxoplasmosis 1gG/lgM en
ACUTELL. POSITIVO: * Aparecen dos o tres lineas. Una linea de color siempre debe aparecer en el drea de la linea de control
(C) y otra o dos lineas de color aparentes deben estar en la(s) drea(s) de la linea de prueba (IgM y/o 1gG). IgM Positivo:
Junto con la linea en el drea de control (C), aparece una linea en el drea IgM. Indica un resultado de prueba positivo para
anticuerpos de Toxoplasma. IgG Positivo: Junto con la linea en el drea de control (C), aparece una linea en el drea IgG.
Indica un resultado de prueba positivo para anticuerpos de Toxoplasma. *NOTA: La intensidad del color en las dreas de la
linea de prueba (IgM e IgG) puede variar dependiendo de la concentracion de anticuerpos de Toxoplasma presentes en la
muestra. Por lo tanto, cualquier tono de color en el drea de la linea de prueba (IgM y/o 1gG) debe considerarse positivo.
NEGATIVO: Una linea de color aparece en el drea de la linea de control (C). No aparece ninguna linea en las dreas de la linea
de prueba (IgM e IgG). INVALIDO: No aparece la linea de control. Volumen de muestra insuficiente o técnicas de
procedimiento incorrectas son las razones mds probables para la falla de la linea de control. Revise el procedimiento y

repita la prueba con una nueva prueba. Si el problema persiste, suspenda el uso del kit de prueba inmediatamente y
contacte a su distribuidor local.

N
C [ p— [
3 Drops of Serum/Plasma - | [ b
AN
Positive
TTTTT
Toxo c '/5\‘
lgG
c fin
- S
é »p “”@ = Negative
&
E@ = Eg o ‘ y y :
o 13
o b o o
nooog
Invalid

anexo 11. Sexo de los pacientes a quienes se les realizo la prueba para el diagndstico de Toxoplasma
gondii, por el método ELISA.

Sexo de los pacientes a quienes se les realizo la prueba para
el diagndstico de toxoplasmosis por el método ELISA

B Femenino

B Masculino

104(98%)




Anexo 12. Edad de pacientes a quienes se les realizo la prueba diagndstica para Toxoplasma gondii
por medio del método ELISA.

Frecuencia de Edad

N \ \ T T

7A17 18 A 27 28 A 36 37A46 47 A 56

Axis Title

® Frecuencia M Porcentaje

Anexo 13. Comparacion de los resultados observados entre las dos técnicas para anticuerpos IgG en la prueba
inmunocromatogrdfica, frente a la técnica ELISA.

Comparacion de los resultados observados entre las dos
técnicas para anticuerpos IgG en la prueba
inmunocromatografica, frente a la técnica ELISA

80 70 69
60
40
20
0 POSITIVO NEGATIVO
B ELISAIGG 70 36
B ACUTELL IGG 69 37

M ELISAIGG mACUTELL IGG

Anexo 14. Comparacion de los resultados observados entre las dos técnicas para anticuerpos IgM en la prueba
inmunocromatogrdfica, frente a la técnica ELISA.



Comparacion de los resultados observados entre las
dos técnicas para anticuerpos IgM en la prueba
inmunocromatografica, frente a la técnica ELISA

100 90 91

90

80

70

60

50

40

30

16
20 15
T N
0
POSITIVO NEGATIVO

M ELISA IGM 16 90
B ACUTELL IGM 15 91

B ELISAIGM ® ACUTELL IGM

Anexo 15. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas de ELISA y prueba ACUTELL para IgG. La tabla
1 muestra los resultados concordantes y discordantes, tanto positivos como negativos, obtenidos por las dos técnicas (ELISA
y la prueba Inmunocromatogrdfica) para IgG. Se obtuvieron 69 sueros positivos y 37 sueros negativos para la prueba
ACUTELL y 70 sueros positivos y 36 sueros negativos por la técnica ELISA. Ademds, una muestra que fue negativa para
ACUTELL, fue positiva por la técnica de ELISA.

ACUTELL IgG
Negativa Positiva
Negativa 36 0 36
ELISA IgG Positiva 1 69 70
37 69
Total 106

Anexo 16. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas de ELISA y la prueba ACUTELL para IgM. La
tabla muestra los resultados concordantes y discordantes, tanto positivos como negativos, obtenidos por las dos técnicas
(ELISA y la prueba ACUTELL) para IgM. Se obtuvieron 15 sueros positivos y 91 sueros negativos para la prueba ACUTELL y 16
sueros positivos y 90 sueros negativos por la técnica ELISA. Ademds, una muestra que fue negativa para ACUTELL, fue
positiva por la técnica de ELISA.

ACUTELL IgM
Negativa Positiva
ELISA IgM Negjc)'fiva 90 0 90
Positiva 1 15 16
91 15
Total 106




Anexo 17. Porcentaje de concordancia total al comparar las dos técnicas. La tabla 3 muestra la concordancia total al
comparar las dos técnicas de diagndstico. El porcentaje de concordancia de los resultados positivos y negativos para IgG e
IgM de las dos técnicas fue de 97% y 96%, respectivamente, y el porcentaje de concordancia total obtenido fue de 96,5%.

Concordancia entre los resultados de ELISA y la prueba ACUTELL

Concordancia entre los resultados de la IgG 96%
Concordancia entre los resultados de la IgM 97%
Concordancia total 96.5%

Anexo 18. Resultado de la prueba rdpida Accutell positiva para IgG

r

TOXO 70,2

5 2

=l =]




Anexo 20. Resultados de pruebas rdpida Accutell donde 2 estdn positivas para IgG y 2 negativas para
1gG/IgM

Anexo 21. Resultados positivos para IgG/IgM en la prueba répida ACUTELL (cassette 23)




anexo 22. Entrega formal de las pruebas rdpidas Accutell, a la licenciada encargada del drea clinica
en el Centro epidemioldgico Inter Silais Granada

anexo 23. Prueba rdpida Accutell IgG/IgM para Toxoplasma gondii

RAPID IN-VITRO DIAGNOSTIC TEST

Rapid In-vitro Diagnostic Test

¥ and lzdoratory fndings have beee evalaed

anexo 24. Reactivos de ELISA marca Vircell IgG/IgM






Anexo 26. Adicion de muestras a los micropocillos de ELISA

Anexo 27. Anotaciones de las absorbancias de ELISA, para posteriormente convertirlas a concentraciones en Ul/mL




Anexo 28. Tabla detallada de edades de los pacientes que se les realizo la prueba para diagndstico de toxoplasmosis.

Edad
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje
acumulado
7 1 ,9 )9 9
14 4 3,8 3,8 4,7
15 7 6,6 6,6 11,3
16 5 4,7 4,7 16,0
17 4 3,8 3,8 19,8
18 2 1,9 1,9 21,7
19 4 3,8 3,8 25,5
20 7 6,6 6,6 32,1
21 5 4,7 4,7 36,8
22 7 6,6 6,6 43,4
23 2 1,9 1,9 45,3
24 5 4,7 4,7 50,0
25 2 1,9 1,9 51,9
26 5 4,7 4,7 56,6
27 2 1,9 1,9 58,5
28 8 7,5 7,5 66,0
29 5 4,7 4,7 70,8
Valid 30 6 5,7 5,7 76,4
andos 3y 3 2,8 2,8 79,2
32 3 2,8 2,8 82,1
33 3 2,8 2,8 84,9
34 2 1,9 1,9 86,8
35 3 2,8 2,8 89,6
36 3 2,8 2,8 92,5
37 2 1,9 1,9 94,3
39 4 3,8 3,8 98,1
40 1 ,9 ,9 99,1
56 1 ,9 ,9 100,0
Total 106 100,0 100,0




Anexo 29. Inserto IgM ELISA para diagndstico de toxoplasmosis

. c€0318
Vi r"ceﬂf‘:k

TOXOPLASMA ELISA IgM
CAPTURE

Producto para diagnéstico in vitro
M1027: Prueba inmunoenzimadtica de captura para determinar

anticuerpos IgM frente a Toxoplasma gondii en suero/plasma
humano. 96 tests.

INTRODUCCION:

Toxoplasma gondii es un protozoo pardsito intracelular
obligado de distribucién mundial. Los humanos pueden
adquirir la infeccién por ingestion de ooquistes desde las heces
de gato, o por ingestion de carne infectada, o bien por
infeccion intrauterina, transfusién o trasplante de 6rganos.
Aunque la mayor parte de |as infecciones son asintomaticas, la
enfermedad puede ser grave en inmunodeprimidos o en la
infeccion congénita. En mujeres infectadas durante el primer
trimestre del embarazo puede dar lugar a aborto espontaneo o
provocar en el feto hidrocefalia. Cuando la enfermedad se
adquiere mas tarde en el embarazo la afeccion del feto suele
ser menos importante.

Los anticuerpos IgM aparecen a los 5 dias después de la
infeccién y caen a niveles bajos o indetectables en semanas o
meses en |la mayor parte de los enfermos. Los anticuerpos 1gG
aparecen semanas despues de la infeccidn y persisten el resto
de la vida.

FUNDAMENTO DEL METODO:
Método de ELISA basado en la captura de IgM presente en'la
muestra por anticuerpos anti-IgM unidos a la superfici

poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas son elir

conjugado con peroxidasa reacciona con las |
el que no se une es eliminado por los |
unido reacciona con el sustrato (TMB),
coloreada azul, que cambia a amaril
solucién de parada.

CARACTERISTICAS: N
Todos los reactivos a exc n ;:\ﬁ‘ lucién de lavado y el
conjugado vienen listos par 0.

Las soluciones de dil *'Qe uestras estdn coloreadas como
ayuda a la realiza n&t‘%m’ca

No se precisa diluﬂ?br de la muestra.

Los pocillos son in Niduales, por lo que solo se consumen
tantos pocillos como prhebas se van a realizar.

CONTENIDO DEL KIT:

E’ VIRCELL IgM CAPTURE PLATE: 1 placa con 96 pocillos
recubiertos con anticuerpo anti-IgM (p especifico).

E} VIRCELL SERUM DILUENT: 25 ml de diluyente para sueros:
tampon fosfatos con estabilizante de proteinas, con Neolone y
Bronidox y coloreado de azul. Listo para su uso.

E_] VIRCELL IgM POSITIVE CONTROL: 1,5 ml de control positivo
con Neolone y Bronidox. Listo para su uso.

E VIRCELL 1gM CUT OFF CONTROL: 1,5 ml de cut off con
Neolone y Bronidox. Listo para su uso.

EIVIRCELL 1gM NEGATIVE CONTROL: 1,5 ml de control negativo
con Neolone y Bronidox. Listo para su uso.

@ VIRCELL TOXOPLASMA CONJUGATE: 5 viales de antigeno de
T. gondii marcado con peroxidasa, liofilizado.

ﬂ VIRCELL TMB SUBSTRATE SOLUTION: 15 ml de solucién de
sustrato: tetrametilbenzidina (TMB). Listo para su uso.

E VIRCELL STOP REAGENT: 15 ml de solucién de parada: dcido
sulfarico 0,5 M.

E VIRCELL WASH BUFFER: 50 ml de solucién de lavado
(concentrado 20x): tampdn fosfatos con Tween®-20 y con
Proclin 300.

VIRCELL TOXOPLASMA RECONSTITUTION SOLUTION: 17 ml
de solucién tamponada para la reconstituciéon del conjugado
liofilizado. Contiene Neolone y Bronidox.

Conservar entre 2 y 82C y comprobar la fecha de caducidad.

-Pipeta de precision para dispensars y 1! .
-Pipeta multicanal de precisid, ensar 100 pl.
-Lavador de placas de ELISQQ\

-Incubador/bafio termostatiza
s d

-Espectrofotémetro de plz ELISA con filtro de 450 nm y
filtro de referencia
-Agua destilad

-Alternativame

\:@ |
ij dor automatico de ELISA.

couszav:%lguz
Conse

r ent y 82C. No utilizar los componentes del kit

la fecha de caducidad. La caducidad indicada sera
A slempre que los componentes se mantengan cerrados y
‘ ados entre 2 y 82C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS COMPONENTES UNA

EZ ABIERTOS:
Component Estabilidad
Solucién de lavado
-89
diluida (1x) 4 meses a 2-82C

Conjugado reconstituido 1 mes a 2-8°C

Resto de componentes | Fechaindicada en envase a 2-82C

ESTABILIDAD Y USO DE LOS REACTIVOS:

Usar todos los reactivos en condiciones asépticas para evitar
contaminaciones microbianas.

No permitir el secado de la placa entre los lavados y la adicién
de los reactivos.

La solucién de sustrato es fotosensible. Evitar la exposicion
directa a la luz y desechar si presenta coloraciéon azul. La
solucién de sustrato no debe entrar en contacto con oxidantes
como soluciones de hipoclorito ni con algunos metales. Evitar
el contacto con partes metdlicas o componentes metalicos de
equipos o instrumentos sin antes haber comprobado su
compatibilidad.

Utilizar solo la cantidad de solucién de lavado, sustrato,
diluyente de sueros y conjugado necesarias para la realizacién
de la prueba. No devolver a los viales el exceso sobrante.

VIRCELL, S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilizaciéon
de los reactivos contenidos en el kit.

RECOMENDACIONES Y PRECAUCIONES:

1. Este producto es solo para diagnéstico in vitro y estd
destinado al uso por personal sanitario cualificado.

2. Usar solo componentes del kit. No mezclar los componentes
de diferentes kits o fabricantes. Solo las soluciones de lavado,
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sustrato, parada y diluyente de sueros son compatibles con los
equivalentes en otras referencias y lotes de ELISA CAPTURA
VIRCELL.

3. Utilizar puntas de pipeta diferentes y limpias para cada fase
del ensayo. Utilizar solo material limpio y preferentemente
desechable.

4. No utilizar en caso de deterioro del envase.

5. No pipetear con la boca.

6. El diluyente para sueros, placa, conjugado, solucién de
reconstitucion y controles de este equipo contienen material
de origen animal. Los controles contienen ademds material de
origen humano. Aunque los sueros control del equipo son
sometidos a controles de ausencia de HBsAg y anticuerpos
frente a VIH y de Hepatitis C, es necesario manejar los
controles y muestras del paciente como potencialmente
patégenos. El conjugado contiene antigeno inactivado, no
obstante, debe manejarse con precaucién. Ningin método
actual puede asegurar por completo la ausencia de éstos u
otros agentes infecciosos. Todo el material debe ser
manipulado y desechado como potencialmente infeccioso.
Observe la regulacién local en materia de residuos clinicos.

7. Evitar el contacto de la solucién de parada (acido sulftrico
0,5 M) con la piel o los ojos. En caso de contacto, lavar la zona
inmediatamente con agua.

8. Proclin 300 estd incluido como conservante en la solucién de
lavado. Puede provocar una reaccién alérgica en la piel. En
caso de contacto con la piel lavar con agua y jabon
abundantes. Para mads informacion, solicite la hoja de
seguridad del producto.

TOMA DE MUESTRA:

La sangre debe extraerse en condiciones asépticas mediante’,

técnicas de venipuntura por personal experimentado’ 3
recomienda el uso de técnicas asépticas o estériles parfa evitar,

"' 4
la contaminaciéon de la muestra. Los sueros/plasms deQen

mantenerse refrigerados entre 2 y 82°C si se ,vama pgbaesér
dentro de los 7 dias siguientes a la tqm je{ i el
procesamiento se va a prolongar deben ﬁon\dar!e, -209C,
evitando las congelaciones y descongdacfnnes hnecesarlas
No utilizar muestras hlperllpemncasy h!rﬁollzadas [
contaminadas. Las muestras que ‘pre: 8 eh, particulas pueden
ser clarificadas por centnfugacnén. N utilizarse muestras
de suero o plasma |nd|st|nta ente.’

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

La solucién de lavado ‘es ne' sdrio prepararla con antelacién a
la realizacion de fa, pwebn. Para ello completar hasta 1 litro con
agua destilada un'wial de 50 ml de solucién de lavado
concentrada (20x). Si aparecen cristales durante la
conservacion de la solucién concentrada, calentar a 372C antes
de diluirlo. Una vez preparada conservar entre 2 y 82C.

La solucién de conjugado debe ser preparada al menos una
hora antes de ser usada. Afadir 3 ml de solucién de
reconstitucion @ a un vial de conjugado liofilizado E Dejar
durante un minuto para permitir la rehidratacién y mezclar
vigorosamente mediante vortex. El conjugado reconstituido
puede ser usado durante un mes si es almacenado entre 2-82C.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO:

1. Ajustar una estufa/bafio de agua a 37+1°C.

2. Sacar todos los reactivos 1 hora antes de la realizacion del
test para que alcancen la temperatura ambiente, evitando
sacar la placa del envase.

3. Agitar todos los componentes.

4. Sacar el nimero de pocillos E]necesarios para el nimero de
muestras que se van a procesar, mds otros cuatro pocillos, uno
para el control positivo, uno para el control negativo y dos para
el suero cut off. Colocar el resto de los pocillos en el sobre y
volver a cerrarlo.
5. Afiadir 100 pl de diluyente de muestras E[a todos los pocillos
que se vayan a emplear, excepto a los de los controles. Afiadir
S pl de las muestras, 100 pl del control positivo @, 100 p! del
suero cut offE (en duplicado) y 100 pl del control negativo
en los pocillos correspondientes.
6. Tapar mediante ldmina adhesiva e incubar en estufa/bafio
durante 60 minutos a 37+12C.
7. Preparar la solucién de conjugado segun se indica en
“Preparacion de los reactivos”.
8. Retirar la lamina adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar cada uno de ellos 5 veces con 0,3 ml de solucion
de lavado E asegurandose que r\g q edan restos de solucion
de lavado. \\ \:
9. Afiadir inmediatamente 100=ul&"de corjugado reconstituido
(preparado antenormentﬂ“ﬁq osWospocnlIos
10. Tapar mediante Iémn‘i‘g adhzsn)h e incubar en estufa/bafio
durante 60 mmut(}sﬁ 371
11. Retirar la limina,adhesiva, asp!rar el contenido de todos los
pocillos y Iavarfgada uhqdé ellos 5 veces con 0,3 ml de solucién
de lavado E], héeﬂu ﬁdose que no quedan restos de solucion
de lavado. \, \ \\ w
12. Aﬁldll’ |nfhedlatamente 100 pl de solucién de sustrato E| a
‘tod'\ 1oshpcmos
f Cubar*a temperatura ambiente durante 20 minutos, en la
oscur ad.
Aﬁadlr inmediatamente 50 pl de solucién de parada E a

. todos los pocillos.

*15. Valorar espectrofotométricamente a 450/620 nm, antes de
1 hora de acabado el ensayo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO:

Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su
liberacién asegurando el cumplimiento del protocolo de
validacion por el usuario mediante especificaciones mas
estrictas. Los resultados de control final de cada lote estdn
disponibles.

La correlacion del material de control se asegura mediante
ensayos paralelos frente a paneles de sueros de referencia
internamente validados.

PROTOCOLO DE VALIDACION POR EL USUARIO:

Cada ensayo debe utilizar control positivo, negativo y cut off.
Su utilizacién permite la validacién de la prueba y el equipo.
Las densidades Opticas (D.O.) de los controles deben estar en
los rangos siguientes. En caso contrario se desechard la prueba.

Control D.O.
Control positivo >0,9
Control negativo <0,5

>0,55
Control cut off
<1,5
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INTERPRETACION DE RESULTADOS:
Calcular la media de las D.O. del suero cut off.

indice de anticuerpos=(D.0. de la muestra / media de D.O. del
suero cut off) x 10

indice Interpretacién
<9 Negativo
9-11 Dudoso
>11 Positivo

Las muestras con resultados dudosos deben ser vueltas a
analizar y/o solicitar una nueva muestra para confirmacién de
los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 9 se considera que no
tienen anticuerpos especificos frente a T. gondii de tipo 1gM.
Las muestras con indices superiores a 11 se considera que
tienen anticuerpos especificos frente a T. gondii de tipo 1gM.

LIMITACIONES DEL METODO:

1. Este método estd diseflado para ser utilizado con
suero/plasma humano.

2.El uso de este kit requiere la cuidadosa lectura y
comprension del folleto de instrucciones. Es necesario seguir
estrictamente el protocolo para obtener resultados fiables, en
particular el correcto pipeteo de muestras y reactivos, lavados
y tiempos de incubacién.

3. Los resultados de las muestras deben ser valorados junto
con la sintomatologia clinica y otros procedimientos
diagndsticos. El diagndstico definitivo debe realizarse mediante
técnicas de aislamiento.

4. El test no indica el lugar de la infeccién. No pretengéé

sustituir al aislamiento.

5. La ausencia de un aumento significativo en el el
anticuerpos no excluye la posibilidad de infeccién. 0%\\}”

6. Una respuesta IgM puede acompaiiar algun ,qy
reinfeccion.

7. En ocasiones niveles bajos de IgM podr tﬁurante
mas de 12 meses post-infeccion .
8. En pacientes inmunosuprimidos egatlva no

descrlto casos de
chones pasadas en

excluye la presencia de infecclé;)
reactivaciéon de T. gondii adqul
estos pacientes.

9. La reactivaciéon de inf ﬁ&ﬂes Iaténtes puede no dar una
respuesta de anticuer, %12’:\

10. Los resultados, de pre

estudios comparativo:
en una muestra
pequefias variaciones
de referencia distintos.

=

es incluidos corresponden a
n equipos de referencia comerciales
lacional definida. Pueden encontrarse
poblaciones diferentes o con equipos

PRESTACIONES:

« SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD:

TEST 1

Se ensayaron 109 muestras de suero/plasma con
TOXOPLASMA ELISA IgM CAPTURE frente a otro kit ELISA
comercial. Se obtuvieron los siguientes resultados:

CN 10 9,32
co 10 3,70

Los resultados discrepantes se resolvieron mediante otro kit
ELISA comercial.

TEST 2

Se ensayaron 84 muestras de suero/plasma con TOXOPLASMA
ELISA 1gM CAPTURE frente a otros kit ELISA comerciales. Se
obtuvieron los siguientes resultados frente al consenso:

Ne Sensibilidad Especificidad
muestras (%) (%)
IgM 84 98 100
95% C.1.

C.I. Intervalo de confianza
Los valores indeterminados fueron excluidos de los calculos finales.
© PRECISION INTRAENSAYO:
Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente 10 veces
cada uno en un tnico ensayo realizado'por el mismo operador
en condiciones de trabajo idénticas, Obteniendo los resultados:

Suero N %
cp 0. |\

N a0 11,82
co | 10 [ 288
V. ggeficne“misde variacion

5

« PRECISION |§ :
Se ensayaro?wi uer peteados individualmente durante 5
dias cons%y or 2 operadores diferentes, obteniendo

tados:

Suero N % C.V.
cP 10 2,62

C.V. Coeficiente de variacion

* REACCION CRUZADA E INTERFERENCIAS:

Se ensayaron 8 muestras caracterizadas positivas frente a otros
miembros del grupo sindrémico (virus Epstein-Barr,
cytomegalovirus  (CMV), rubeola) y otros protozoos
(Leishmania). Se realiz6 un ensayo IgM a 2 muestras
caracterizadas positivas frente a factor reumatoide.

Las muestras ensayadas dieron resultados negativos,
demostrando la reaccién especifica del ensayo sin reacciéon
cruzada o interferencias ocasionadas por los agentes descritos.

SIMBOLOS UTILIZADOS EN EL PRODUCTO:

<
o

Producto para el diagnéstico in vitro

Fecha de caducidad

Conservar entre x-y2C

~/Kd

Contiene suficiente para <n> pruebas

Lote

o

Referencia (catdlogo)

C.l. Intervalo de confianza
Los valores indeterminados fueron excluidos de los calculos finales.

Ne Sensibilidad Especificidad
as (%) (%) RE
1gM 100 97
95% C.I. i 92-100 88-99

Consultar instrucciones de uso

BEE

<X> pocillos
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Anexo 30. Inserto IgG ELISA para diagndstico de toxoplasmosis

. c€03l8
V1 r‘(:eﬂf‘r'Z

MICROBIOLOGISTS

TOXOPLASMA ELISA IgG
Producto para diagnéstico in vitro
G1027: Prueba inmunoenzimatica indirecta para la deteccién y

semicuantificacion de anticuerpos 1gG frente a Toxoplasma
gondii en suero/plasma humano. 96 tests.

INTRODUCCION:

Toxoplasma gondii es un protozoo pardsito intracelular
obligado de distribucién mundial. Los humanos pueden
adquirir la infeccién por ingestién de ooquistes desde las heces
de gato o por ingestion de carne infectada o bien por infeccion
intrauterina, transfusion o trasplante de 6rganos. Aunque la
mayor parte de las infecciones son asintomdticas, la
enfermedad puede ser grave en inmunodeprimidos o en la
infecciéon congénita. En mujeres infectadas durante el primer
trimestre del embarazo puede dar lugar a aborto espontaneo o
provocar en el feto hidrocefalia. Cuando la enfermedad se
adquiere mas tarde en el embarazo la afeccion del feto suele
ser menos importante. Los anticuerpos IgM aparecen a los 5
dias después de la infeccion y caen a niveles bajos o
indetectables en semanas o meses en la mayor parte de los
enfermos. Los anticuerpos IgG aparecen semanas despues de
la infecciéon y persisten el resto de la vida. El ensayo con
TOXOPLASMA ELISA IgG ha sido estandarizado frente al tercer
patrén internacional de suero anti-Toxoplasma de la OMS
utilizando un cut off de 10 U.1./ml.

FUNDAMENTO DEL METODO:

Las inmunoglobulinas no unidas por reaccién con el a‘ﬁ![ge " 4
son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso I A
globulina anti-humana reacciona con el complejo, a
anticuerpo, y la que no se une es ehmlnadmp";ﬁ@: s,
unida reacciona con el sustrato (TMB), da?w reaccion

coloreada azul, que cambia a amaril tras~Ja agmén de la
solucién de parada. \

a "\‘\ %;\
CARACTERISTICAS: w N\

Todos los reactivos a excegl?n de |a*so‘h:c.on de lavado vienen
listos para su uso.

Las soluciones de dnlﬁ?:n&bemuéstras y de conjugado estdn
coloreadas como QU&@ Iaqz;izaaén de la técnica.

No se precisa dtluﬂg\y’prm e la muestra.

Los pocillos son ind iduales, por lo que solo se consumen
tantos pocillos como pruebas se van a realizar.

CONTENIDO DEL KIT:

E] VIRCELL TOXOPLASMA PLATE: 1 placa con 96 pocillos
recubiertos con antigeno de T. gondii, cepa RH (ATCC 50174).
E| VIRCELL SERUM DILUENT: 25 ml de diluyente para sueros:
tampon fosfatos con estabilizante de proteinas, con Neolone y
Bronidox y coloreado de azul. Listo para su uso.

E] VIRCELL 1gG POSITIVE CONTROL: 500 pl de suero control
positivo, conteniendo 200 U.l./ml de IgG anti-Toxoplasma, con
Neolone y Bronidox.

E| VIRCELL 1gG CUT OFF CONTROL: 500 pl de suero cut off,
conteniendo 10 U.l./ml de IgG anti-Toxoplasma, con Neolone y
Bronidox.

«\}\1 esp

W
Método de ELISA basado en la reaccién de los anticuerpos fe
la muestra con el antigeno unido a la superficie de pO|I€StII‘§?’B.

Iﬂ VIRCELL IgG NEGATIVE CONTROL: 500 pl de suero control
negativo con Neolone y Bronidox.

[6] VIRCELL 1gG CONJUGATE: 15 ml de una dilucién de globulina
anti-lIgG humana conjugada con peroxidasa, con Neolone y
Bronidox y coloreada de naranja. Lista para su uso.

lﬂ VIRCELL TMB SUBSTRATE SOLUTION: 15 ml de solucién de
sustrato: tetrametilbenzidina (TMB). Listo para su uso.
VIRCELL STOP REAGENT: 15 ml de solucién de parada: dcido
sulfirico 0,5 M.

E VIRCELL WASH BUFFER: 50 ml de solucién de lavado
(concentrado 20x): tampdn fosfatos con Tween"-20 y con
Proclin 300.

@ VIRCELL SEMIQUANTIFICATION SAMPLE CONTROL: 500 pl
de control de semicuantificacién, conteniendo entre 20 y 50
U.I./ml de 1gG anti-Toxoplasma, con Neo(one y Bronidox.
Conservar entre 2y 82Cy wmproKWha de caducidad.

Material necesario no conten m el kit
-Pipeta de precisién para sar’swuoo ul.
-Pipeta multicanal de prec€ision pgrardlspensar 100 pl.
-Lavador de placas ge ELISA J
-Incubador/baﬁo\t‘évmostatlzado
-Espectrofotér%tro at,plpeas de ELISA con filtro de 450 nm y
filtro de refe :“?2 nm.
-Agua deﬁlgda N
-Altemgtlvar\r'ﬁqﬁ procesador automdtico de ELISA.
VACION:

é& en( ‘;e"ntre 2 y 82C. No utilizar los componentes del kit

e la fecha de caducidad. La caducidad indicada serd
‘siempre que los componentes se mantengan cerrados y
gbnservados entre 2 y 82C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS COMPONENTES UNA
VEZ ABIERTOS:

Componente Estabilidad
Solucién de lavado
-89
diluida (1x) 4 meses a 2-8°C
Resto de componentes | Fecha indicada en envase a 2-82C

ESTABILIDAD Y USO DE LOS REACTIVOS:

Usar todos los reactivos en condiciones asépticas para evitar
contaminaciones microbianas.

No permitir el secado de la placa entre los lavados y la adicién
de los reactivos.

La solucién de sustrato es fotosensible. Evitar la exposicion
directa a la luz y desechar si presenta coloracién azul. La
solucién de sustrato no debe entrar en contacto con oxidantes
como soluciones de hipoclorito ni con algunos metales. Evitar
el contacto con partes metdlicas o componentes metalicos de
equipos o instrumentos sin antes haber comprobado su
compatibilidad.

Utilizar solo la cantidad de soluciéon de lavado, sustrato,
diluyente de sueros y conjugado necesarias para la realizacion
de |la prueba. No devolver a los viales el exceso sobrante.

VIRCELL, S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilizaciéon
de los reactivos contenidos en el kit.

RECOMENDACIONES Y PRECAUCIONES:

1. Este producto es solo para diagnéstico in vitro y esta
destinado al uso por personal sanitario cualificado.

2. Usar solo componentes del kit. No mezclar los componentes
de diferentes kits o fabricantes. Solo las soluciones de lavado,
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sustrato, parada y diluyente de sueros son compatibles con los
equivalentes en otras referencias y lotes de ELISA VIRCELL.

3. Utilizar puntas de pipeta diferentes y limpias para cada fase
del ensayo. Utilizar solo material limpio y preferentemente
desechable.

4. No utilizar en caso de deterioro del envase.

5. No pipetear con la boca.

6. El diluyente para sueros, placa, conjugados y controles de
este equipo contienen material de origen animal. Los controles
contienen ademads material de origen humano. Aunque los
sueros control del equipo son sometidos a controles de
ausencia de HBsAg y anticuerpos frente a VIH y Hepatitis C, es
necesario manejar los controles y muestras del paciente como
potencialmente patdgenos. Los pocillos contienen antigeno
inactivado, no obstante, deben manejarse con precaucion.
Ningin método actual puede asegurar por completo la
ausencia de éstos u otros agentes infecciosos. Todo el material
debe ser manipulado y desechado como potencialmente
infeccioso. Observe la regulacién local en materia de residuos
clinicos.

7. Para la utilizacion del producto en sistemas automaticos de
andlisis se recomienda una evaluacién previa. VIRCELL dispone
de juegos de muestras para su ensayo en paralelo con el
método manual. Estos juegos pueden ser solicitados con tal
finalidad. Asimismo, es posible la consulta de un listado de
sistemas automatizados aprobados para su utilizacién con la
gama de productos ELISA VIRCELL.

8. Durante los periodos de incubacién, un adecuado sellado de
las placas con la lamina adhesiva que se suministra evita la
desecacion de la muestra y garantiza la repetitividad de la
muestra.

9. Evitar el contacto de la solucién de parada (acido sulfur
0,5 M) con la piel o los ojos. En caso de contacto, lavar laz
inmediatamente con agua. \ %9
10. Proclin 300 esta incluido como conservante enl; "'r\,)
de lavado. Puede provocar una reaccion alérgic

caso de contacto con la piel lavar co gg%i Q%bon
abundantes. Para mas informacion, salicites, a\hOJB de
seguridad del producto. \ J

TOMA DE MUESTRA: ’<§

La sangre debe extraerse en ¢ ‘B\%ﬁeﬁaséptacas mediante
técnicas de venipuntura r personal experimentado. Se
recomienda el uso de té(ﬁca asépticas o estériles para evitar
la contaminacion d ‘Iﬁ“n@ tra.*Los sueros/plasmas deben

mantenerse refri ra%sL re 2 y 82C si se van a procesar
dentro de los i: ientes a la toma, pero si el

procesamiento se prolongar deben congelarse a -20°C,
evitando las congelaciones y descongelaciones innecesarias.
No utilizar muestras hiperlipémicas, hemolizadas o
contaminadas. Las muestras que presenten particulas pueden
ser clarificadas por centrifugacion. Pueden utilizarse muestras
de suero o plasma indistintamente.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

El Unico reactivo que es necesario preparar con antelacién a la
realizacion de la prueba es la solucién de lavado. Para ello
completar hasta 1 litro con agua destilada un vial de 50 ml de
solucién de lavado concentrada (20x). Si aparecen cristales
durante la conservacion de la solucién concentrada, calentar a
372C antes de diluirlo. Una vez preparada conservar entre 2 y
82C.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO:

1. Ajustar una estufa/baiio de agua a 37+1°C.

2. Sacar todos los reactivos 1 hora antes de la realizacién del
test para que alcancen la temperatura ambiente, evitando
sacar la placa del envase.

3. Agitar todos los componentes.

4. Sacar el nimero de pocillos E|necesarios para el nimero de
muestras que se van a procesar, mas otros cuatro pocillos, uno
para el control positivo, uno para el control negativo y dos para
el suero cut off. Colocar el resto de los pocillos en el sobre y
volver a cerrarlo.

5. Afadir 100 pl de diluyente de muestrasE]a todos los pocillos
que se vayan a emplear. Afadir 5 pl de las muestras, 5 pl del
control positivo @, S pl del suero cut off@ (en duplicado), y 5 pl
del control negativo E| en los pocillos correspondientes. En el
caso de la realizaciéon manual del método, se agitard la placa en
un agitador (2 minutos) para “g '\ntizar una mezcla
homogénea de los reactivos. Sk no,es posible asegurar esta
agitacion, debe hacerse una i la muestra en tubo
o placa afadiendo el ) men de diluyente de
muestras EI y de mue mogenizar con la pipeta y

trasvasar seguidal@te 10 cada muestra ya diluida a los
pocillos E[

6. Tapar medi “adhesiva e incubar en estufa/baiio
durante 45 mhg 05 a B7+19C.

7. Retirar T ‘ddhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocill lav. fa uno de ellos 5 veces con 0,3 ml de solucion
de"?i:l%%@, asegurandose que no quedan restos de solucidn

lqy 0. ¥
nr ‘inmediatamente 100 pl de conjugado 1gG ﬂ a todos

oS llos.
\apar mediante ldmina adhesiva e incubar en estufa/baiio

durante 30 min. a 37+12C.

10. Retirar la ldmina adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar cada uno de ellos 5 veces con 0,3 ml de solucién
de lavado El, asegurandose que no quedan restos de solucién
de lavado.

11. Afadir inmediatamente 100 pl de solucion de sustrato E] a
todos los pocillos.

12. Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, en la
oscuridad.

13. Afadir inmediatamente 50 pl de solucién de parada (8| a
todos los pocillos.

14. Valorar espectrofotométricamente a 450/620 nm, antes de
1 hora de acabado el ensayo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO:

Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su
liberacion asegurando el cumplimiento del protocolo de
validacién por el usuario mediante especificaciones mas
estrictas. Los resultados de control final de cada lote estdn
disponibles.

La correlacion del material de control se asegura mediante
ensayos paralelos frente a paneles de sueros de referencia
internamente validados.

PROTOCOLO DE VALIDACION POR EL USUARIO:

Cada ensayo debe utilizar control positivo, negativo y cut off.
Su utilizacién permite la validacion de la prueba y el equipo.
Las densidades 6pticas (D.O.) de los controles deben estar en
los rangos siguientes. En caso contrario se desechard la prueba.
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Control D.O.
Control positivo >0,9
Control negativo <0,5

>0,55
Control cut off
<1,5

INTERPRETACION DE RESULTADOS:
CUALITATIVO
Calcular la media de las D.O. del suero cut off.

indice de anticuerpos= (D.O. de la muestra / media de D.O.
del suero cut off) x10

indice Interpretacion
<9 Negativo
9-11 Dudoso
>11 Positivo

Las muestras con resultados dudosos deben ser vueltas a
analizar y/o solicitar una nueva muestra para confirmacion de
los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 9 se considera que no
tienen anticuerpos especificos frente a 7. gondii de tipo 1gG.
Las muestras con indices superiores a 11 se considera que
tienen anticuerpos especificos frente a 7. gondii de tipo 1gG.

SEMICUANTITATIVO

Para estimar la concentracion relativa de anticuerpos IgG
especificos anti-Toxoplasma presentes en la muestra se podria
dibujar una gréfica semilogaritmica. Por ejemplo, se podrian

representar en un eje los logaritmos de las U.L./ml de cada_ %, °

control y en el otro la media de sus correspondientes D.O:

Para ello, seria necesario realizar el ensayo con los contrgles
por duplicado. Se podria trazar una linea que unieragos dosy,

puntos y que permitiria asignar un valor aproximado.d
a la muestra cuya D.O. se conoce.

En el kit se incluye un control de calibraciép""c'bn un \c‘Bntenido
comprendido entre 20-50 U.l./ml. Los. Iaboratoﬂos”deberfan
obtener el patrén internacional de |a’ QMS paraa validacion
interna de la técnica.

LIMITACIONES DEL METODO
1. Este método estd dfseﬁado para ser utilizado con
suero/plasma humanos P

2.El uso de este "kit requlere la cuidadosa lectura y
comprension del.',_ | to de instrucmones Es necesario seguir
estrictamente el protocolo para obtener resultados fiables, en
particular el correcto pipeteo de muestras y reactivos, lavados
y tiempos de incubacion.

3. Los resultados de las muestras deben ser valorados junto
con la sintomatologia clinica y otros procedimientos
diagnosticos. El diagndstico definitivo debe realizarse mediante
técnicas de aislamiento.

4. El test no indica el lugar de la infeccion. No pretende
sustituir al aislamiento.

5.Lla ausencia de un aumento significativo en el nivel de
anticuerpos no excluye la posibilidad de infeccién.

6. Las muestras recogidas muy pronto en el transcurso de una
infeccién pueden no tener niveles detectables de IgG. En esos
casos se recomienda realizar un ensayo para determinacion de
1gM u obtener una segunda muestra transcurridos entre 14 y
21 dias, para ser ensayado en paralelo con la muestra original
con el fin de determinar una seroconversion.

7. Los resultados obtenidos en la deteccién de IgG en neonatos
deben ser interpretados con precaucién, ya que las IgG
maternas son transferidas pasivamente de la madre al feto
antes del nacimiento. La determinacién de IgM es mejor
indicador de infeccién en nifios menores de 6 meses.

8. Los resultados de determinacién de anticuerpos de una
muestra Unica no deben ser usados para el diagndstico de una
infeccion reciente. Se deben recoger muestras pareadas (aguda
y convaleciente) para ser ensayadas paralelamente vy
determinar seroconversién o un incremento significativo en el
nivel de anticuerpos.

9. Cuando el resultado de una muestra se quiere expresar en
U.l./ml hay que tener en cuenta que el valor de los resultados
medidos por encima del cut off no se relaciona con la cantidad
de anticuerpos.

10. En pacientes inmunosuprimidos una respuesta negativa no
excluye la presencia de infeccion. Sev__!‘_\_‘an descrito casos de
reactivacion de T. gondii adquirjd’é»_ iri?ecciones pasadas en
estos pacientes. .
11. Los resultados de pre,stacfbne&indmdos corresponden a
estudios comparativos can equnpos de referencia comerciales
en una muestra peblauonal definida. Pueden encontrarse
pequefias variaciofies en poblationes diferentes o con equipos
de referencna distlntos.

PRESTACIONES _
. SENSIBILIDAD YESPECIFICIDAD
Se ensayaron 79 muestras de suero/plasma con TOXOPLASMA

_:.ELISA.!gG frente a otro equipo ELISA comercial, obteniendo los

‘ sigd?'epfég» resultados:
"N\ Ne Sensibilidad | Especificidad
N muestras (%) (%)
1gG 5 98 100
95% C.I. 88-100 89-100

C.I. Intervalo de confianza
Los valores indeterminados fueron excluidos de los célculos finales.

* PRECISION INTRAENSAYO:

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente 10 veces
cada uno en un Unico ensayo realizado por el mismo operador
en condiciones de trabajo idénticas, obteniendo los resultados:

Suero N % C.V.
CcP 10 1,90
CN 10 6,30
CcOo 10 3,41
C.V. Coeficiente de variacién

© PRECISION INTERENSAYO:

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente durante 5
dias consecutivos y por 2 operadores diferentes, obteniendo
los siguientes resultados:

Suero N % C.V.
CP 10 4,48
CN 10 11,57
CcO 10 6,97

C.V. Coeficiente de variacion
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« REACCION CRUZADA E INTERFERENCIAS:

Se ensayaron 8 muestras caracterizadas positivas frente a otros
miembros del grupo sindrémico (virus Epstein-Barr,
cytomegalovirus (CMV) vy rubeola) y otros protozoos
(Leishmania). Se realizé un ensayo 1gG a 2 muestras
caracterizadas positivas frente a anticuerpos antinucleares.

Las muestras ensayadas dieron resultados negativos,
demostrando la reaccion especifica del ensayo sin reaccion
cruzada o interferencias ocasionadas por los agentes descritos.

SiMBOLOS UTILIZADOS EN EL PRODUCTO:

Producto para el diagnéstico in vitro

Fecha de caducidad

Conservar entre x-y?C

Contiene suficiente para <n> pruebas

LOT | |tote

Referencia (catdlogo)

Consultar instrucciones de uso

= E B~

<X> pocillos
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Anexo 31. Inserto de la prueba inmunocromatogrdfica ACUTELL TOXO IgG/IgM rdpida

Preciso, confiable y rentable

ACCU-TELL®
Casete de prueba TOXO IgG/IgM rapida

Sdlo para diagnéstico de in vitro

de muestras de suero/ plasma

Este prospecto se aplica a los siguientes productos:
No. de catdlogo Nombre del producto
ABT-FT-B209 Casete de prueba TOXO IgG/IgM Suero/Plasma

Una prueba répida para la deteccién cualitativa de anticuerpos
IgG e IgM de Toxoplasma Gondii (T.gondii) en suero o plasma
humano

Solo para uso profesional de diagn éstico in vitro.

USO PREVISTO

El Casete de prueba TOXO IgG/IgM Rapida
(Suero/Plasma) ACCU-TELL® es un inmunoensayo
cromatogréfico de flujo lateral para la deteccion y diferenciacion
simultanea de IgM anti-Toxoplasma Gondii (T. gondii) e IgG anti-T.
gondii en suero o plasma humano. Este kit esta destinado a ser
utilizado como prueba de deteccion y como ayuda en el
diagnéstico de infeccién con T. gondii. Cualquier esp écimen
reactivo con el Casete de prueba TOXO IgG/IgM R @pida
(Suero/Plasma) ACCU-TELL® se debe confirmar mediante
el uso de métodos de prueba alternativos y hallazgos
cl hicos.

RESUMEN

T. gondii es un protozoo parasito intracelular obligado de
distribucion mundial 1,2. Los datos serolégicos indican que
aproximadamente el 30% de la poblacién de las naciones mas
industrializadas esta infectada cronicamente con este organismo.
En ayuda al diagnéstico de infeccion aguda y para evaluar la
exposicion previa al organismo se han usado una variedad de
pruebas seroldgicas para anticuerpos de T. Gondii . Estas pruebas
son la tincion de Sabin-Feldman, aglutinacién directa,
hemaglutinaci 6n indirecta, aglutinacion de latex,
inmunofluorescencia indirecta y ELISA4-7. Recientemente, se
introdujo en la cl hica un inmunoensayo cromatogréfico de flujo
lateral, como el Casete de prueba TOXO IgG/IgM Ré&pida
(Suero/Plasma) ACCU-TELL® para el diagn éstico serodiagn éstico
de la infeccion por T. gondii.

PRINCIPIO

El Casete de prueba TOXO IgG/IgM Répida (Suero/Plasma)
ACCU-TELL® es un inmunoensayo cromatogr&fico de flujo lateral.
La prueba consiste en: 1) un conjugado de color rojo que contiene
ant genos de T. gondii conjugados con oro coloidal (conjugados de
T. gondii) y conjugados de IgG-oro de conejo, 2) una tira de
membrana de nitrocelulosa que contiene dos bandas de prueba
(bandas T1y T2) y una banda de control (Banda C). La banda T1
esta prerrevestida con IgM monoclonal antihumano para la
deteccion de IgM anti-T. gondii, la banda T2 esta prerrevestida con
reactivos para la deteccion de IgG anti-T. gondii, y la banda C esta
prerrevestida con IgG anti-conejo de cabra.

Cuando se aplica un volumen adecuado de muestra de prueba en
la almohadilla de muestra de la prueba, la muestra migra por
accion capilar a través de la tira. Si IgM anti-T.gondii esta presente
en la muestra se unira a los conjugados de T. gondii. Luego el
inmunocomplejo se encuentra capturado en la membrana por el
anticuerpo IgM antihumano prerrevestido, formando una banda T1
de color rojo, lo que indica un resultado positivo de la prueba de T.
gondiilgM.

Si IgG anti-T.gondii esta presente en la muestra se unira a los
conjugados de T. gondii. Luego el inmunocomplejo se encuentra
capturado por los reactivos prerrevestidos en la membrana,
formando una banda T2 de color rojo, lo que indica un resultado

positivo de la prueba de IgG dT. gondii.

La ausencia de cualquier banda T (T1 y T2) sugiere un resultado
negativo. La prueba contiene un control interno (banda C) que
debe exhibir una banda de color rojo del inmunocomplejo de
conjugado del IgG anti-conejo de cabra/conjugados de IgG-oro de
conejo, independientemente del desarrollo de color en cualquiera
de las bandas T. De lo contrario, el resultado de la prueba no es
vadlido y la muestra debe volver a analizarse con otro dispositivo.

REACTIVOS

La prueba contiene IgM de ratén antihumano, IgG de ratén
antihumano y ant geno de T.gondii de Toxoplasma. Un anticuerpo
de cabra se emplea en el sistema de | hea de control.

PRECAUCIONES

1 . Solo para uso profesional de diagn éstico in vitro. No utilizar
después de la fecha de caducidad.

2.No coma, beba ni fume en el area donde se manipulan las
muestras o los kits.

3.El prospecto se debe leer completamente antes de realizar la
prueba.

4.Ponga todos los reactivos a temperatura ambiente (15-30 C)
antes del uso..

5.Use ropa protectora, como batas de laboratorio, guantes
desechables o proteccién ocular cuando durante la prueba de
muestras.

6.Las pruebas usadas, las muestras y los materiales
potencialmente contaminados deben desecharse de acuerdo con
las regulaciones locales.

7.La humedad y la temperatura pueden afectar los resultados
negativamente.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Almacene en el paquete a temperatura ambiente o refrigerado
(2-30 C). La prueba es estable hasta la fecha de vencimiento
impresa en la bolsa sellada o en la etiqueta del recipiente cerrado.
La prueba debe permanecer en la bolsa sellada o recipiente
cerrado hasta el uso. NO CONGELAR No utilice después de la
fecha de caducidad.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

1.EL casete de prueba TOXO IgG/IgM Répida (Suero/Plasma)
ACCU-TELL® se puede realizar usando suero o plasma.
2.Separe el suero o la plasma de la sangre lo antes posible para
evitar la hemdlisis. Use solo muestras claras no hemolizadas.
3.Las pruebas se deben realizar inmediatamente después de que
se hayan recogido las muestras. No deje las muestras a
temperatura ambiente durante perbdos prolongados. Las
muestras de suero y plasma pueden almacenarse a 2-8°C
durante hasta 3 d as. Para el almacenamiento a largo plazo, las
muestras deben mantenerse por debajo de -20 C.

4.Ponga las muestras a temperatura ambiente antes de la
prueba. Las muestras congeladas deben descongelarse por
completo y mezclarse bien antes de la prueba. Las muestras no
deben congelarse y descongelarse repetidamente.

5.Ponga las muestras a temperatura ambiente antes de la prueba
para evitar la hemdlisis o la turbidez.

6.Si las muestras deben enviarse, deben embalarse de acuerdo
con las regulaciones locales que cubren el transporte de agentes
etiol égicos.

MATERIALES

Materiales provistos

Casetes de prueba

Goteros

Prospecto

Materiales requeridos, pero no provistos
Centr fuga

Contenedor de recogida de muestras
Temporizador

PROCEDIMINETO DE PRUEBA
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1iPonga la bolsa a temperatura ambiente antes de abrirla. Retire
casete de prueba de la bolsa sellada y Usela en una hora. Se
tendran mejores resultados si el anadlisis se realiza dentro de
a hora.

2. Coloque el casete de prueba sobre una superficie limpia y

nivelada. Sostenga el gotero verticalmente y transfiera 3

gotas de suero o plasma (aproximadamente 75 pl) al

pocillo de la muestra del casete de prueba. Evite que se

formen burbujas de aire en el espécimen. Consulte la ilustracion a

continuacion.

1. Espere a que aparezca(n) la(s) | hea(s) de color. Compruebe
el resultado en 15 minutos. No interprete el resultado después
de 15 minutos.

3 gotas de suero-o plasma
c
I‘G I.GU “5.
IgM gM g™

oo Positivos
= : 18- . IBG G
=) = 2w/ [» 1M
= Negativoe
‘® ( . . @
i g6 g6 g6 186
IgM g™ gM g™
Invalido«

INTERPRETACION DE RESULTADOS

(Consulte la ilustracion anterior)
POSITIVO: * Aparecen dos o tres | heas. Una | hea de color
siempre debe aparecer en el area de la | hea de control (C) y otra o
dos | heas de color aparentes deben estar en la(s) area(s) de la
| hea de prueba (IgM y/o IgG).
IgM Positivo: Junto con la | hea en el area de control (C), aparece
una | hea en el area IgM. Indica un resultado de prueba positivo
para anticuerpos de Toxoplasma.
1gG Positivo: Junto con la | hea en el area de control (C), aparece
una | hea en el area IgG. Indica un resultado de prueba positivo
para anticuerpos de Toxoplasma.
*NOTA: La intensidad del color en las areas de la | hea de prueba
(IgM e 1gG) puede variar dependiendo de la concentracion de
anticuerpos de Toxoplasma presentes en la muestra. Por lo tanto,
cualquier tono de color en el area de la | hea de prueba (IgM y/o
IgG) debe considerarse positivo.
NEGATIVO: Una | hea de color aparece en el area de la | hea
de control (C). No aparece ninguna | hea en las dreas de la | hea
de prueba (IgM e IgG).
INVALIDO: No aparece la | hea de control. Volumen de muestra
insuficiente o técnicas de procedimiento incorrectas son las
razones mas probables para la falla de la | hea de control. Revise
el procedimiento y repita la prueba con una nueva prueba. Si el
problema persiste, suspenda el uso del kit de prueba
inmediatamente y contacte a su distribuidor local.

CONTROL DE CALIDAD
La prueba incluye un control de procedimiento. La aparicion de
| heas de color en el area de | hea de control (C) se considera un
control de procedimiento.

LIMITACIONES

1. El procedimiento de ensayo y la interpretacion de los
resultados de la prueba deben seguirse de cerca cuando se
prueba la presencia de anticuerpos de T.gondii en suero o plasma
de sujetos individuales. Fallo a seguir el procedimiento puede
producir resultados incorrectos

2. ElI Casete de prueba TOXO IgG/IgM Rapida
(Suero/Plasma) ACCU-TELL® se limita a la deteccion
cualitativa de los anticuerpos de T.gondii en suero o
plasma humano. La intensidad de la banda de prueba no tiene
una correlacion lineal con el t tulo de anticuerpos en la muestra.
3. Un resultado negativo para un sujeto individual indica ausencia
de anticuerpos detectables de T. gondii. Sin embargo, un
resultado negativo no excluye la posibilidad de exposicion o

infeccion con T. gondii.

4. Se puede producir un resultado negativo si la cantidad de
anticuerpos de T. gondii presentes en la muestra esta por debajo
de los | mites de deteccion del ensayo, o los anticuerpos que se
detectan no estan presentes durante la etapa de la enfermedad
en la que se recoge la muestra.

5. Algunas muestras que contienen un t tulo inusualmente alto de
anticuerpos heterdfilos o factor reumatoide pueden afectar los
resultados esperados.

6.Los resultados obtenidos con esta prueba solo se deben
interpretar junto con otros procedimientos de diagndstico y
hallazgos cl hicos.

VALORES ESPERADOS

El casete de prueba TOXO IgG/IgM R&pida (Suero/Plasma)
ACCU-TELL® ha sido comparado con una prueba TOXO IgG/IgM
de un | der comercial - ELISA. La correlacion entre estos dos
sistemas es mayor a 98%.

CARACTER BTICAS DE PRESENTACION

Sensibilidad y especificidad

Se realizé una evaluacion clhica comparando los
resultados obtenidos con el cassette de prueba TOXO
IgG/IgM Rapida (Suero/Plasma) ACCU-TELL® a la
prueba TOXO IgG/IgM de EIISA. El estudio includa 252
espec menes de 1gG y 223 espec menes de IgM, y en lo que se
refiere al espécimen de IgG ambos ensayos identificaron 220
resultados negativos y 27 positivo. En lo que se refiere al
espécimen de IgM, ambos ensayos identificaron 197 resultados
negativos y 25 positivos.

Resultados 1gG

Método T.Gondii EIA (IgG) | Resultados
Casete de | Resultados | Positivo | Negativo totales
prueba Positivo 27 2 29
TOXO
19G/IgM ;
R 4pida Negativo 3 220 223
para IgG
Resultados totales 30 222 252
Sensibilidad: 90.0% (95%Cl: 73.4%~97.9%)*
Especificidad: 99.1% (95%Cl: 96.8%~99.9%)*
*Intervalo de confianza
Resultados IgM
. T.Gondii EIA
Método (1gM) Resultad
Casetede | Resul | Posi | Negat | os totales
prueba tados | tivo ivo
TOXO Positi
IgG/IgM vwo | B[ 1 26
Répida para | Negat
IgM e 0 197 197
Resultados totales 25 198 223
Sensibilidad: > 99.9%(95%Cl: 88.7%-100%)*

Especificidad: 99.5% (95%Cl: 97.2%~100%)*
Precision: 99.6%(95%Cl: 97.5%~100%)*
*Intervalo de confidencia

Precision

Intraensayo

La precision interna se ha determinado mediante el uso de 10
repeticiones de tres muestras: una negativa, una positiva baja y
una positiva alta. Los valores negativos, positivos bajos y
positivos altos se han identificado correctamente > 99% de las
veces.

Interensayo

La precision entre las ejecuciones se ha determinado mediante el
uso de 10 repeticiones de las mismas tres muestras: una negativa,
una positiva baja y una positiva alta. Tres diferentes lotes del
Casete de prueba TOXO IgG/IgM R dpida ACCU-TELL®
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Preciso, confiable y rentable

se han sometido a prueba durante un per bdo de 3 d as
con muestras positivas negativas, poco positivas y altas.
Los espec menes se han identificado correctamente > 99% de las
veces.

Reactividad cruzada

El Casete de prueba TOXO IgG/IgM Rapida
ACCU-TELL® se ha sometido a prueba para
espec menes positivos de HBsAg, HBsAb, HbeAg,
HBeAb, HBcAb, HCV, HIV, Sfilis, H. Pylori, CMV y
Rubéola. Los resultados no indican cualquier reactividad
cruzada.

Sustancias interferentes

Las siguientes sustancias potencialmente interferentes se han
agregado a las muestras negativas y positivas de TOXO.
Acetaminofén: 20 mg/dL

Cafe ha: 20 mg/dL

Acido acetilsalic lico: 20 mg/dL

Acido gent Bico: 20 mg/dL

Acido ascorbico: 2g/dL

Albumina: 2 g/dL

Bilirrubina: 1g/dL

Acido oxadlico: 600mg/dL

Ninguna de las sustancias en la concentracion probada ha
interferido durante el ensayo.
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