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TEMA:

Aplicacion de pruebas serolégicas y moleculares para el diagnostico de coriorretinitis

causada por Toxoplasma gondii.

OBJETIVO GENERAL:

Argumentar la utilidad de las técnicas serolégicas y moleculares mediante recopilacién
bibliografica primaria para la evaluacion del diagnéstico clinico de la toxoplasmosis

ocular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Describir mediante la recopilacién bibliografica sobre la toxoplasmosis ocular,
técnicas seroldgicas y moleculares.

- Comparacion de la utilidad de las técnicas serolégicas y moleculares (PCR y
Elisa) para la determinacion de la chorioretinitis relacionadas a la toxoplasmosis.

- Precisar la importancia de la técnica PCR y Elisa en la deteccién de toxoplasma

gondii.

PROBLEMA:

La toxoplasmosis ocular es ocasionada por el toxoplasma gondii, es por ello que

debemos conocer las técnicas utilizadas para su deteccion.



RESUMEN

Las bacterias y parasitos se encuentran distribuidos a nivel de toda la tierra,
como el toxoplasma gondii, que infesta animales y personas hasta llegar a su
huésped definitivo, el gato. Este estudio tiene como objetivo argumentar la
utilidad de las técnicas serolégicas y moleculares mediante la recopilacion
bibliografica primaria, para la evaluacion del diagnostico clinico de la
toxoplasmosis en pacientes con coriorretinitis, el estudio es de tipo descriptivo,
considerando el método del caso practico inmunoensayo quimioluminicente
comparando entre las técnicas PCR y Elisa para la determinacion del toxoplasma
gondii en 67 pacientes que acuden a la consulta relacionada con coriorretinitis
ocular en el Hospital Oftamologico “Ramon Pando Freire”. Conclusién: La
toxoplasmosis ocular es la inflamaciéon de la coroides y de la retina que
compromete la vision del paciente, las técnicas serologicas son pruebas que
ayudan a determinar los anticuerpos de una enfermedad y las moleculares tiene
una sensibilidad mas alta porque identifica el ADN del parasito, cabe destacar
qgue la técnica Elisa es mas beneficiosa para el paciente en la deteccion de la
enfermedad debido a que lleva menos costo y tiempo, sin embargo la técnica de
PCR tiene el 97% de sensibilidad y un nivel alto de especificidad para la

coriorretinitis ocular.

PALABRAS CLAVES: PCR, ELISA, CORIORRETINITIS OCULAR,
TOXOPLASMA GONDII.



ABSTRACT

Bacteria and parasites are distributed throughout the earth, such as toxoplasma
gondii, which infests animals and people until it reaches its definitive host, the
cat. This study aims to argue the usefulness of serological and molecular
techniques through the primary bibliographic compilation, for the evaluation of the
clinical diagnosis of toxoplasmosis in patients with chorioretinitis, the study is
descriptive, considering the method of the chemiluminescent immunoassay
practical case comparing between the PCR and Elisa techniques for the
determination of toxoplasma gondii in 67 patients attending the consultation
related to ocular chorioretinitis at the “Ramon Pando Freire” Ophthalmic Hospital.
Conclusion: Ocular toxoplasmosis is the inflammation of the choroid and the
retina that compromises the patient's vision, serological techniques are tests that
help determine the antibodies to a disease and molecular ones have a higher
sensitivity because they identify the DNA of the parasite. It should be noted that
the Elisa technique is more beneficial for the patient in detecting the disease
because it takes less cost and time, however the PCR technique has 97%

sensitivity and a high level of specificity for ocular chorioretinitis.

Keywords: PCR, ELISA, OCULAR CHORIORETINITIS, TOXOPLASMA
GONDII.
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INTRODUCCION

Los agentes bacterianos y parasitarios se encuentran distribuidos a nivel de toda
la tierra, determindndose entre patdégenos y no patdgenos, entre estos esta el
parasito Toxoplasma gondii que posee varios huéspedes intermediarios
infectando también a especies animales como aves y mamiferos hasta llegar a
su huésped unico definitivo que es el gato, por medio de este puede causar la
enfermedad de la toxoplasmosis al 30% de las personas, en especial a las
mujeres embarazadas, debido a que cruzan la barrera placentaria afectando al

feto, provocando también en la persona lesiones en la retina y coroides®?3.

El diagndstico que se aplica a esta afeccion es de tipo molecular, debido a que
se la realiza a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con un
97% de sensibilidad y un nivel alto de especificidad, donde se realiza el
aislamiento del parasito para identificar su ADN*>.

Otra técnicas que se aplica también es de inmunoensayo como la de Elisa, que
ayuda a detectar el pardsito mediante un anticuerpo vinculado a una enzima

revelando al antigeno inmovilizado a través de su cambio de color®.

Se conoce que el 50% de la poblacién en el mundo es no posee anticuerpos del
Toxoplasma gondii, sin embargo se puede decir que la enfermedad se desarrolla
MAas en personas que se encuentran con el sistema inmunolégico deprimido,
aunqgue el 50% de los gatos son portadores de este parasito cabe destacar que
estos son los causantes del mas del 90% de los casos que se han presentado y
han sido en los principales grupos de riesgo, es decir en las mujeres
embarazadas, en ellas muchas veces se producen de manera asintomatica ya
gue estos son animales domeésticos, el 17% de la poblacion en Brasil con
prevalencia de la toxoplasmosis ocular o también llamada coriorretinitis, esta
varia de acuerdo al area que se encuentra en estudio, debido a que este parasito
puede causar retinitis necrética focal o retinocoroiditis en los ojos de las personas
siendo la principal causa de infeccidon ocular, es por esto que se debe realizar la

prueba seroldgica y la de inmunoensayo para detectar este parasito a tiempo.3?

En cuba, la coriorretinitis ocular por toxoplasma gondii es abundante, aunque la

presencia de los anticuerpos especificos puede llegar a variar del 50 al 75 %,



dependiendo mucho del area que se analiza, principalmente la técnica
empleada, en la ciudad de la Habana se confirma que hay una elevada
seroprevalencia de T. gondii en los felinos, 72,72% en perros que sobreviven
expuestos al medio y asi mismo en el vecino pais Peru en varias especies
domésticas, en llamas del 10 al 32%, en alpacas del 21 al 53%, en cerdos el

27,7%, en bovinos el 17% y en caprinos el 57,9%73.

La transmision de esta enfermedad puede ser de manera oral, al consumir un
alimento con falta de higiene; congénita, que se puede desarrollar en el feto
cuando se encuentra en etapa embrionaria; transplacentaria, puede migrar el T.
gondii por la planceta al feto; o puede darse a través de transplantes de 6rganos
o0 piel, mas aun si esta demuestra deterioro de su integridad’.

Es necesario mencionar que la coriorretinitis ocular se establece como una
patogenia potencial grave, debido a que pone en peligro la visién del paciente,
es por ello que mediante la realizacién de este trabajo practico se determinara
la utilidad de las técnicas seroldgicas y moleculares y asi conocer para que sirven

en el diagndstico de la toxoplasmosis ocular.



DESARROLLO

1. CORIORRETINITIS OCULAR
La coriorretinitis ocular radica en la inflamacién de las capas del ojo, en la

coroides y de la retina empezando con sintomas de: escotomas, lagrimeo,
fotofobia y vision borrosa, lo cual afecta de forma dréastica la embriogénesis

fisiologica del ojo, dando lugar a la coriorretinitis toxoplasmatica®.

1.1 TOXOPLASMA GONDII
Es un parésito que en 1993 fue identificado como el agente causal de
enfermedades congénitas en los seres humanos, donde sus huésped definitivos

son los gatos®.

2. EPIDEMIOLOGIA O FACTORES DE RIESGO
Se puede decir que la prevalencia de la toxoplasmosis refleja las practicas
higiénicas y dietéticas de los seres humanos, debido a que su riesgo de infeccion
se asocia con la ingestion de carne o poco cocida, o en verduras o frutas sin
lavar, la proximidad a los gatos debido a que estos se consideran animales
domésticos, viajes frecuentes a areas donde el Toxoplasma Gondii es
considerado endémico, cabe destacar que los factores mencionados son

modificables para reducir el impacto de la toxoplasmosis®.

3. MEDIO DE TRANSMISION
Los medios de transmision que se han identificado para el desarrollo de la
coriorretinitis ocular son: el agua, debido a que la mayoria de los pacientes no
consume agua previamente tratada, el mal manejo de los alimentos dentro del
hogar con una falta de higiene luego del contacto con mascotas lo que podria

desencadenar la enfermedad’.



4. INFECCION DEL TOXOPLASMA GONDII
Para que el Toxoplasma Gondii pueda causar alguna infeccion especifica, este
se debe ingerir como ooquistes o quistes tisulares, este parasito se convierte en
taquizoitos donde tendrd una rapida proliferacion que invadirdn el epitelio
intestinal, luego salen e infectan las células dendriticas y otras células del

sistema inmunolégico®.

4.1 Ciclo vital del Toxoplasma gondii

Un Gran numero de quistes no esporulados se expulsan
en heces de los gatos enfermos de toxoplasmosis, que

permaneces con vida durante 1 a 2 semanas,

Los quistes (ooquistes) esporulan entre 1 a S dias, lo que [
les hace aptos para infectar,

Los roedores y aves, como hospedadores intermediarios
mas comunes, se infectan por la ingestion de materia
contaminada con lag esporas de Toxoplasma gondii, Las
esporns se reactivan ¥y se convierten en taquizoitos que
forman quistes tisulares, lo que les hace ser bradizoitos,

Los gatos ingieren roedores o aves que contienen los

bradizoitos infectandose del 7. Gond

Figura 1. Ciclo vital del T. Gondii.1°

5. SINTOMATOLOGIA
Los sintomas que se pueden llegar a presentar por la presencia del T. gondii
son: dolor de cabeza, dolores musculares, fatiga, fiebre, sudores y escalofrios,
disminucién del apetito, sintomas oculares como el enrojecimiento e inflamacion

de ojos, dolor de garganta, dolor en el pecho, dificultad para respirar®.
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6. TRATAMIENTO
La latencia del parasito en etapa quistica sigue siendo obstaculo para poder
lograr la erradicacion de la toxoplasmosis, debido a que ningun farmaco puede
eliminar los quistes del toxoplasma Gondii, cabe destacar que los tratamientos
actuales solo pueden controlar las infecciones agudas y reactivadas causas por
el mismo, si el tratamiento no es enviado a tiempo la muerte puede provocarse

en el pacientes y mas aun en los que son inmunodeprimidos®.

Los farmacos mas utilizados como tratamiento son: pirimetamina que se
potencia cuando se la combina con la sulfadiazina o clindamicina mas acido
félico, hidratacion oral, dosis altas de trimetoprim + sulfametoxazol, azitromicina
0 algun agente antipaludico atovacuona, la dosis de estos medicamentos la
otorga el médico, pero va a depender de la etapa en que se localice la infeccidn

causada por el Toxoplasma Gondii®.

7. PRUEBA MOLECULAR

7.1 Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR
Se fundamenta en ampliar un fragmento del gen del parasito en estudio,

mediante las muestras de suero y cepas de referenciatt'2.

8. INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

8.1Toxoplasma IgG/IgM
Después de producirse la infeccion por el parasito Toxoplasma gondii, empiezan
a producirse inmunoglobulinas, donde los anticuerpos IgG e IgM pueden ayudar
a definir la etapa de la infeccion?,

11



9. METODOLOGIA
Se tomaron muestras de sangre a 67 pacientes que acuden a la consulta de
uveitis del Hospital oftamolégico “Ramoén Pando Ferrer”, para la realizacion de
pruebas PCRy Elisa para la deteccién del toxoplasma gondii, a todos se les lleno
un documento de consentimiento informado, haciéndoles saber los riesgos,

beneficios y la importancia de estos analisis!4.

10.MATERIALES Y METODOS

10.1 MATERIALES DE ESTUDIO

Material de estudio: Se recopil6 articulos cientificos relacionados a coriorretinis
ocular, estos articulos se encuentran en las bases de datos de la UNIVERSIDAD
TECNICA DE MACHALA.

Objeto de estudio: Técnicas seroldgicas y moleculares.
Tipo de estudio: Descriptivo.

Método: El presente estudio fue comparativo, debido a que se van a comparar
las técnicas PCR frente a Elisa para la determinacion del toxoplasma gondhii,

causante de la coriorretinitis.

Poblacién: 67 pacientes que acuden a la consulta de uveitis del Hospital

Oftamoldgico “Ramon Pando Ferrer”, en la Habana.

10.2 MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO
Equipo:

CL-1000i
Termociclador

Vortex

12



Muestra:

e Suero sanguineo

Materiales de laboratorio:

a) Rotador

b) Micropipetas de 2,20,100 y 200 ul.
c) Tubos para PCR

d) Bafo de hielo

e) Gradilla

f) Puntas para micropipetas

g) Guantes

h) Mascarilla

i) Placas

Reactivos y sustancias:

a) Kit de inmunoensayo Elisa

b) Muestra de ADN que que contenga la regién que se desea amplificar
c) Solucién amortiguadora.

d) Cloruro de magnesio

e) Desoxirribonucleétidos

f) Iniciadores

g) Tag polimerasa

h) Agua destilada

11.METODO DE ESTUDIO
El presente estudio fue comparativo, debido a que se van a comparar las
técnicas PCR frente a Elisa para la determinacion del toxoplasma gondhii,

causante de la coriorretinitis.
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111 TECNICA MOLECULAR POR ELECTROFORESIS

11.1.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA O PCR
Pasos:

>
>

Extraccién del ADN:

Preparacion de la muestra: colocar en un tubo para PCR: el ADN molde,
los nucledtidos o dNTPs, los iniciadores, la solucion amortiguadora, el
MgCI2, el agua y la ADN polimerasa, mezclar los componentes de la
reaccion con un vortex durante 2-3 segundos, invertir el tubo varias veces,
centrifugar para que la mezcla se quede en el fondo del tubo™®.
Amplificacién: se colocan las muestras en el termociclador programado,
se inician las siguientes etapas®®:

Desnaturalizacion inicial: se separan de la doble hélice debido a que los
puentes de hidrégeno se rompen, la temperatura y el tiempo se
determinan de acuerdo a las caracteristicas del ADN y de la ADN
polimerasa utilizada, entre 94 y 96 °C durante 5-10 minutos*®.

Ciclos de la PCR: desnaturalizacion; el ADN molde se desnaturaliza
completamente a temp. de 94°C por 30 s. a 1 min., alineamiento; se bajan
las temperaturas entre 45 y 65 °C por 30 s. a 1 min., y extension; es la
sintesis de la nueva cadena de ADN a partir del extremo 3’ de la ADN
polimerasa, empleando como sustrato los cuatro dNTPs, estas etapas se
repiten entre 25 a 35 veces?®®.

Extension final, se ejecuta una extension de aproximadamente 5 min. a
una Temp. de 72 °C, esto se realiza para que terminen de sintetizarse
todos los fragmentos que hayan quedado incompletos?®.

Realizar electroforesis del producto obtenido®®.

11.2 TECNICA SEROLOGICA DE INMUNOENSAYO CUANTITATIVO

11.2.1 ELISA (Deteccion de los anticuerpos anti-Toxoplasma IgG)

Pasos:

>

>

Extraer la muestra de sangre del paciente en un tubo de ensayo sin
anticoagulante.

Poner a rotar el tubo en una centrifuga durante 5 minutos.

14



» Separar el suero de la sangre coagulada a otro tubo de ensayo para evitar

algun mal movimiento y se mezcle nuevamente.

Y

Tomar un micropocillo que esta recubierto con antigenos especificos de
Toxoplasma gondii y poner en una microplaca.

Graduar la incubadora a 37 +/- 1°C.

Colocar 100 ul de muestra en el pocillo, tapar con autoadhesivos.

Incubar 1 hora +/- 5 minutos a 37°C.

Y V V V

Lavar 3 veces con 300 ul de solucion de lavado por lo menos 5 segundos

c/lavado, sacudirlas sobre papel absorbente.

A\

Colocar 100 ul de conjugado, cubrir con autoadhesivo.

A\ 4

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

A\

Lavar 3 veces con 300 ul de solucion de lavado, haciendo lo mismo que
en el primer lavado.

Colocar 100 ul de sustrato TMB.

Incubar 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

Colocar 100 ul de solucion de parada.

vV V VYV V

Llevar al lector de ELISA y leer a 450/620 nm en un lapso de tiempo de

30 minutos més tarde de haber afiadido la solucién de parada.

12.PREGUNTA A RESOLVER:
¢, Qué importancia tiene la PCR frente a Elisa y como se desarrollan estas

técnicas?

15



13.CONCLUSION

» La toxoplasmosis ocular es la inflamacion de la coroides y de la retina
presentando lagrimeo, fotofobia y vision borrosa, las técnicas serologicas
y moleculares son pruebas que nos ayudan a determinar los diferentes
tipos de anticuerpos de una enfermedad especifica y a conocer el ADN
del paréasito causante de la inflamacion o infeccion que se encuentra en

alguna parte del cuerpo.

» La técnica PCR descubre el ADN especifico de la coriorretinitis ocular
ayudando a determinar casos positivos de toxoplasmosis con un 97% de
sensibilidad y un nivel alto de especificidad, a su vez, la técnica Elisa
detecta los anticuerpos especificos de toxoplasma gondii con menos
costo y en menor tiempo para determinar el nivel que se encuentra la

toxoplasmosis ocular.

> La PCR tiene una importancia muy alta debido a que su elevada
sensibilidad ayuda determinar el ADN del parasito en estudio prediciendo
nuevas cepas de esta especie, pero no es tan indispensable, porque con
la prueba de Elisa podemos determinar la presencia de los anticuerpos
del toxoplasma gondii y de acuerdo al diagndstico médico se le puede dar
tratamiento a la persona que posee la enfermedad de la coriorretinitis
ocular, las técnicas se desarrollan en los laboratorios con suero
sanguineo, pero cabe destacar que la técnica Elisa es mas beneficiosa
para la deteccion de la enfermedad de la toxoplasmosis ocular debido a
gue lleva menos costo y tiempo para arrojar un resultado, sin embargo
ambas técnicas poseen un nivel alto de especificidad para esta

enfermedad.
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