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RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 un estudio comparativo entre los
métodos de Hemaglutinacién Indirecta (H.A.I.) e Inmunoandlisis
Enzimético 1gG (E.L.I.S.A. IgG.), para investigar anticuerpos
antitoxoplasma en 103 muestras de suero sanguineo. Este estudiorevel6
un porcentaje de positividad para anticuerpos antitoxoplasma de 29,12%
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(30 sueros) y 43,69% (45 sueros) por ELIS.A. y HAL
respectivamente. Los resultados obtenidos muestran una concordancia
entre estos métodos de 83,4%. Las discordancias observadas entre las
reacciones, s6lo comprometieron tftulos bajos (<1:64), los cuales se
deben tomar en cuenta, cuando se utiliza el método de H.A L, para el
seguimiento serolégico de estos casos, ya que, podria tratarse de una
infeccién reciente en ascenso. El andlisis estadfstico mediante el chi
cuadrado reveld que las diferencias observadas en los resultados de las
pruebas son significantes cuando se compararon todos los tftulos para
H.A.Ly todoslosfndices paraE.L.1.S.A.IgG. Encambio, las diferencias
de los resultados no fueron significantes cuando se consideraron los
titulos de H.A L. iguales o porencimade 1:64 y los indices de E.L.I.S.A.
iguales o por encima de 0.500. Por lo anterior, se concluyé que H.A L
s6loesigualaE.L.L.S.A.IgG comométodo diagnésticode toxoplasmosis,
en el caso de que se tomen como titulos positivos aquellos iguales o por
encima de 1:64.

Palabras claves. Toxoplasmosis: Hemaglutinacién
Indirecta: Inmunoandlisis enzimético

ABSTRACT

In this present work a comparative study had been made between
the method of indirect hemagglutination (H.A.l.) and enzime-
inmunoassay, to investigate antitoxoplasma antibodies in 103 samples
of blood serum. This study revealed a positively percent of
antitoxoplasma antibodies of 29.12% (30 serums) and 43.69% (45
serums) by EL.ILS.A. and H.AIL The results obtained showed a
concordance between the two methods of 83.4%. The discordings
observed among the reactions, only compromise low titles (<1:64),
which have to take in consideration, when is use the method of H.A.I, for
the serologic follow of these cases, because it could be present arecently
ascent infection. The statistic analysis of chi square revealed that the
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observed diferences in the results of these tests are significant when all
the titles for H.A.I. were compare with all the indexes of E.L.L.S.A. IgG.
In the other hand the diferences of the results were not significant when
all the titles of H.A.L equal or over of 1:64 and the indexes of EL.L.S.A.
IgG equal or over of 0.500 were considerated. For which we concluded
that H.A.L is only equal to E.L.I.S.A. IgG. as a diagnostic method of
toxoplasmosis in the case that had taken like positive titles those equal
or over 1:64.

Keywords. Toxoplasmosis: Indirect Hemagglutination. Enzime Linked inmunosorbent
assay.

INTRODUCCION

LaToxoplasmosisesunaantropozoonosisdedistribucién geogréfica
cosmopolita producida por Toxoplasma gondii (Nicolle y Manceaux,
1909), par4sito del hombre y numerosas especies de animales.>'4

Las encuestas serolégicas y epidemiolégicasrealizadas en diversos
paises conel finde determinar laincidencia de la infeccién toxopldsmica,
ha permitido llegar a la conclusién que del 30% al 50% de los adultos
aparentemente sanos entre los 30 y 40 afios de edad ya han sufrido la
infeccién por Toxoplasma gondii.* Se estima que del 40 al 50% de la
poblacién mundial aparentemente sana est4 infectada.?!

El primer caso humano de Toxoplasmosis fue reportado por Janku
en 1923.'% al lograr el hallazgo del parésito en el globo ocular de un
recién nacido.

En Venezuela el primer caso humano de Toxoplasmosis fue
reportado por Gavaller'® en 1950 mediante el diagnéstico parasitolégico
en material de necropsia de un recién nacido prematuro. En 1952,
Oropeza® publica el primer caso diagnosticado serolégicamente en
vida. Raga® en 1964 reporta el primer caso diagnosticado en vida por
métodos parasitolégicos.

Maekelt y cols®®* pioneros en el estudio de la Toxoplasmosis en
Venezuela, realizaron durante los afios 1964 y 1965 importantesencuestas
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epidemiol6gicas en la ciudad de Caracas, reportando que el 47% de las
muestras estudiadas presentan titulos positivos para Hemaglutinacion
Indirecta (H.A.L) por encima de 1:128.

EnelEstado Zulia, Chac6n y cols.’ reportanen 1972 los dos primeros
casos clinicos; posteriormente Soto U. R.,**5 Soto U. R. y Tarazén S.
S.,% Serrano, H* y Valbuena. A. 0. publican trabajos sobre
epidemiologia, clinica y diagnéstico de la Toxoplasmosis.

En la ciudad de Maracaibo, Soto U. R.¥*consigui6 una prevalencia
de56,05% en 1.190 gestantes; Serrano, H.*reporta31,8% enla poblacién
urbanayun49,3% enlosindigenas de Paraguaipoa (Goajira venezolana).

Toxoplasma gondii tiene una variedad de efectos sobre las funciones
inmunes del huésped, estableciéndose de ordinario una situacién de
tolerancia mutua entre la accién del pardsito y las defensas del huésped,
ejemplo de un perfecto equilibrio inmunitario donde se desarrolla un
tipo de inmunidad conocida como inmunidad no estéril o premunicién
en la cual los pardsitos enquistados producen estimulos infimos,
suficientes para mantener tasas minimas de anticuerpos capaces de
destruir los pardsitos que ingresen en una reinfeccién.!

Uno de los aspectos que mds interés ha merecido por parte de los
investigadores, es el diagndstico serolégico de 1a infeccién por cuantoel
diagndstico parasitoldgico es dificil de realizar, incluso en las fases
iniciales delainfeccién, razén porla cual diaa dia se estudia mas el valor
de las pruebas serolégicas, con base en que la premisa “todo organismo
infectado por Toxoplasma gondii produce anticuerpos”.>*

Las pruebas empleadas para el diagnéstico de la infeccién son
diversas, entre las cuales podemos citar: Reaccién de.Sabin Feldman
(R.S.F.),® Reacci6n de Fijacién de Complemento (R.F.C.).* Reaccién
de Inmunofluorescencia Indirecta (LF.I.),*!° Hemaglutinacién Indirecta
(H.A.L),"”” Aglutinacién Directa (A.D.).!! Prueba de Litex® y Método
de Inmunoanilisis Enzimatico (E.L.I.S.A.).** Estos métodos serolégicos
nos permiten determinar los anticuerpos antitoxoplasma, desarrollados
durante la infeccién. Sin embargo, sea cual fuera la prueba diagnéstica
utilizada, aunque esté dotada de gran sensibilidad y especificidad en una
sola determinacién no brinda informacidn suficiente sobre el tipo de
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anticuerposque estamos evidenciando, por cuanto, pueden ser anticuerpos
que corresponden a infeccién antigua o a infeccién reciente, por lo tanto
reviste tanta importancia la seleccién de las pruebas serolSgicas para el
diagnéstico de la Toxoplasmosis, como repetirla para acompaiiar su
evoluci6én.®

Por lo anteriormente expuesto y tomando en consideracién las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud,* se plantea
una mayor evaluacién de las pruebas serolégicas, razén por la cual el
presente trabajo serealizaconlafinalidad de hacer un estudio comparativo
entre los métodosde Hemaglutinacién Indirecta (H.A.L.) e Inmunoanélisis
Enzimdtico IgG (E.L.I.S.A. IgG) en el diagnéstico de la Toxoplasmosis.

MATERIAL Y METODOS
1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Para investigacion de anticuerpos antitoxoplasma se seleccionaron
al azar 103 muestras de suero sanguineo provenientes de individuos del
sexo masculino y sexo femenino, con edades comprendidas entre 3y 53
ailos, referidas a la Unidad de Microbiologfa e Inmunoserologifa del
Centro Médico Parafso, Estado Zulia, Venezuela.

Las muestras de sangre obtenidas sinanticoagulante y centrifugadas
a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos, fueron procesadas el mismo dfa para
Hemaglutinacién Indirecta y almacenadas a -20°C, hasta el momento de
su estudio para Inmunoandlisis Enzimético. (E.L.1.S.A.).

2. METODOS

2.1, Técnica de Hemaglutinacién Indirecta (H.A.L)
2.1.1. Fundamento de la Prueba
Se basaenlacapacidad que poseen los anticuerpos antitoxoplasma
de aglutinar los glébulos rojos de carnero previamente tanicados y
sensibilizados con antigenos solubles obtenidos después del tratamiento
del pardsito con procedimientos fisico-quimicos.
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2.1.2. Procedimiento ,

La técnica de H.A.L. se realizé en placas pldsticas de
microtitulacién con hoyos en “U” utilizando reactivos e instrucciones
suministradas por el equipo comercial TOXO ITHA WAMPOLE.

Se considerd positiva la mdxima dilucién del suero en la cual se
observd franca aglutinacién de los eritrocitos.

2.2. Técnica de Inmunoanadlisis Enzimético (E.L.I.S.A.)
2.2.1. Fundamento de la Prueba

El antigeno, unido a una fase sélida, reacciona con el anticuerpo
presente en la muestra. Luego de un periodo de incubacién y lavado, se
afiade un antisuero marcado con una enzima: la concentracién del
anticuerpo se obtiene midiendo la actividad enzimdtica frente al sustrato
especifico.

2.2.2. Procedimiento

La prueba de ELISA se realizé segiin la técnica de ABBOT
TOXO-GEIA, utilizando las cubetas de reaccién y tubos de ensayo para
ELISA.

Un indice de absorbancia de TOXO-G menor que 0.500 es
negativo para anticuerpos IgG de Toxoplasma gondii, mientras que un
fndice igual o mayor a 0.500 es positivo para anticuerpos IgG de
Toxoplasma gondii.

2.3. Método Estadistico
Para el estudio estadistico se emple6 la prueba de independencia
del Chi cuadrado.

RESULTADOS

Como podemos apreciaren el Cuadro I, delos 103 sueros sanguineos
estudiados utilizando los métodos de Inmunoandlisis Enzimdtico IgG
(E.L.IS.A. IgG) y Hemaglutinacién Indirecta (H.A.L), 30 (29,12%)
resultaron positivos para E.LL.I.S.A. y 45 (43,68 %) positivos para H.A.L
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Enel CuadroII, se observa que del total de muestras procesadas con
losmétodosde E.L.I.S.A. yH.A 1L, 57 (55,34%) mostraron concordancia
negativa y 29 (28,16%) concordancia positiva, lo cual constituye una
concordancia global del 83,50% (86 sueros). En relacién a las
discordancias entre ambas pruebas, un suero (0,97%) resulté E.L.I.S.A.
positivo y H. AL negativo y 16 sueros (15,53%) resultaron E.L.L.S.A.
negativos y H.A L positivos, lo cual hace un total de 17 sueros (16,50%)
con resultados discordantes.

Si observamoslasdiscordanciasentre el Inmunoandlisis Enzimético
1gG y Hemaglutinacién Indirecta, se aprecia en el Cuadro III que unode
los sueros (100%) negativos para H. A 1. resulté positivo para E.L.I.S.A.
con un indice de 0,917. En el Cuadro IV encontramos los 16 sueros
(100%) negativos para E.L.I.S.A. que fueron positivos para H.A.L con
la siguiente distribucién: 8 sueros (50%) revelaron titulos de 1:2; 5
(31,25%) titulos de 1:4; 2 (12,50%) titulos de 1:16 y 1 (6.25%) titulo de
1:64.

El an{lisis estadfstico con la prueba del Chi cuadrado revela que el
X2 observado (4,69) es superior al X2 critico (3,84), lo que determina un
resultado significante cuando se toman en cuenta todos los tftulos
obtenidos conlareaccién de hemaglutinacién indirecta. Por el contrario,
cuando sélo se analizan titulos iguales o mayores de 1:64 con fndices de
ELISA iguales o mayores a 0.500 no existe diferencia significante.
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CUADRO III

INDICE DEL SUERO QUE MOSTRO DISCORDANCIA
INMUNOQANALISIS ENZIMATICO IgG POSITIVO
HEMAGLUTINACION INDIRECTA NEGATIVO
MARACAIBO, 1993

SUEROS CON INDICE DE
E.LLS.A. POSITIVO E.LLS.A.
Y 0,917

H.A.I. NEGATIVO

Ne % Ne¢ A

F. de L.: Unidad de Microbiologia e Inmunoserologia del Centro Médico Paraiso,
Maracaibo, Edo. Zulia, Venczuela.
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DISCUSION

El diagnéstico de 1a Toxoplasmosis congénita o adquirida necesita
del concurso de evaluacién clinica minuciosa, antecedentes maternos
(casos congénitos) e interpretacién adecuada de los resultados de
laboratorio. '

Enrelacién con el diagnéstico de laboratoriolas pruebas serolégicas
ocupan un lugar preponderante, pero una serologfa positiva no confirma
el diagnéstico ni es un indicador obligatorio de que se debe instaurar la
terapéutica. ¥

Salvo en los casos de determinacién de anticuerpos IgM e IgG
antitoxoplasma en forma individual, resulta imposible, sea cual sea la
reaccién serolégica empleada, aunque esté dotada de gran sensibilidad
y especificidad, determinar en una sola muestra de suero, el tipo de
anticuerpos que estamos detectando, pudiéndose tratar de anticuerpos
correspondientes ainfeccién reciente o anticuerposque traducen infeccién
latente.

Debemos tomar en cuentaque la seleccién de la prueba diagnéstica
utilizada depende de las condiciones del laboratorio, que le permita una
adecuada ejecuci6n, para reproducir y comparar resultados.™

Segiin el consenso general, la reaccién de Sabin Feldman, es la
“reaccién de referencia” entre las pruebas utilizadas para el diagnéstico
de la Toxoplasmosis, razén por la cual toda prueba que se pretenda
introducir en dicho diagndstico debe ser comparada con la mencionada
reaccién.?® Estudios comparativos entre Sabin Feldman e LF.I,, han
reportado concordancia del 97,7%, 97,5%, 92,6%, 89,0%, segin
Camargo,* Walton,*® Garin,'? Countinho® respectivamente. Cuando se
comparé con H.A.I Lunde-Jacobs?? obtuvieron 100% de concordancia,
mientras que Knierim y cols.'”!® consiguieron 88,0% y 87,4%.

Debido a que la reaccién de Sabin Feldman es laboriosa y
técnicamente dificil de realizar en nuestro laboratorio, consideramos
necesario confrontarlos métodosde H.AI. yE.L.I.S.A. enel diagnéstico
de 1a Toxoplasmosis.
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Latécnicade Hemaglutinacién Indirecta (H.A.L) tiene sus ventajas,
entre las cuales mencionaremos:

—Rapidez y simplicidad en su técnica

~Lectura macroscépica

—No necesita de equipos costosos

—Existen en el comercio antigenos de buena calidad y equipos
dotados de todos los reactivos necesarios para su realizacién.”

Segiin nuestras observaciones, H.A.L. tiene como desventaja la
variabilidad de los resultados cuandointervienen varios observadoresen
la lectura de los titulos de una muestra y se utilizan dos equipos
diferentes de la misma casa comercial para procesar el mismo suero.

Las ventajasde la Pruebade InmunoanélisisEnzim4tico (E.L.LS.A.)
son las siguientes:

~Es de gran sensibilidad y especificidad

—-La automatizacién total o parcial que ésta presenta permite
procesar un gran nimero de muestras al mismo tiempo.

~Lareaccién se pone en evidencia por la presenciade unacoloracién
que se puede cuantificar en un espectro-fotémetroa unalongitud deonda
de 492 nm.

—Utiliza reactivos “seguros” y “féciles de descartar”.?'

E.L.IS.A. tiene como desvcntaja que su técnica no es rdpida y
requiere de equipos especiales no siempre al alcance de los laboratonos
de rutina diagnéstica, debido a su alto costo.

Al analizar nuestros resultados, apreciamos que hubo mayor
porcentaje de positividad por el método de Hemaglutinacién (43,68%)
que por el método de Inmunoandlisis Enzimético IgG (29,12%). Estoes
debido a que para H.A.L se tomaron en cuenta todos los tftulos a partir
de 1:2, y estudios epidemiol6gicos han establecido que la dilucién 1:64
es la mds baja que puede considerarse significativa. '

Laconcordancia positiva entre los dos métodos nos permite deducir
que los 29 individuos estudiados (28,16%) tenfan infeccién latente,
mientrasque los 57 individuos (55,34%) evaluados serolégicamente por ‘
ambos métodos en donde la concordancia era negativa, nos revela la |
ausencia de anticuerpos antitoxoplasma. |
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Cuando evaluamos la discordancia de nuestros datos, se observa
que un suero negativo por H.A L fue positivo por E.L.I.S.A., lo cual
pudo representar un falso negativo debido al fenémeno de prozona. Sin
embargo, esto quedé descartado al realizardiluciones seriadas del suero.
Entonces, la explicacién de esta discordancia podria deberse a
concentraciones minimas de anticuerpos que sélo fueron detectados por
E.L.I.S.A. debido a su mayor sensibilidad (<1 gr) en comparacién con
H.AL (1 ugr).”” En el caso de las 16 muestras de suero que resultaron
positivas por H.A L. a diluciones 1:2, 1:4, 1:16, 1:64 y negativas por
E.L.IS.A. IgG, podria explicarse por la presencia de anticuerpos
inespecificos en el suero.

Elandlisis estadistico mediante el Chicuadrado revel6 que entre los
métodosde H.A L. y E.L.1.S.A. no hubodiferencias, cuando se compararon
los indices de E.L.I.S.A. iguales o mayores a 0.500 con titulos de H.A.IL.
iguales o por encima de 1:64. En cambio, cuando se toman en cuenta
todos los titulos para H.A.L y todos los indices para E.L.I.S.A. se obtuvo
un resultado significante de H.A.I. (X? = 4,69) con relacién al segundo
método. Lo anterior refleja que sélo H.A L es igual a E.L.I.S.A. como
método diagnéstico de Toxoplasmosis en el caso de que se tomen como
titulos positivos aquellos iguales o por encima de 1:64. Sin embargo,
consideramos que cuando se utiliza el método de H.A.I es necesarioel
seguimiento serol6gico de los pacientes con titulos por debajo de 1:64,
ya que podemos estar en presencia de una infeccién reciente en ascenso,
lo cual representarfa un error lamentable sobre todo si se trata de una
mujer embarazada. Por eso es necesario reflexionar al respecto y
considerar que siempre que se realice H.A.IL debe acompafiarse de otra
prueba serolégica que permita determinar IgM antitoxoplasma o una
prueba intradérmica como la Toxoplasmina, la cual se hace positiva
tardiamente (2-3 meses después del inicio de la infeccién) e indica que
el paciente estd o estuvo en contacto con el pardsito. En el caso de
E.L.I.S.A. existen equipos que detectan en forma individual IgM e IgG,
cuya utilizacién simultdnea permite el diagnéstico de la toxoplasmosis
reciente olatente. Eldiagnésticodeinfecciénreciente es particularmente
importante en el caso de embarazadasconriesgode que ocurra transmisién
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congénita (segundo trimestre del embarazo) y en recién nacidos en los
cuales se sospeche clinicamente la infeccién o provienen de madres no
evaluadas serolégicamente durante el embarazo. Asf, la presencia de
IgM antitoxoplasma en un recién nacido, indica anticuerpos formados
por él, durante el perfodo fetal y por lo tanto infeccién congénita
intrauterina. Consideramos que en cada técnica empleada para el
diagnéstico de la Toxoplasmosis, a pesar de tener sus ventajas y
desventajas, lo importante es su utilizacién en forma técnicamente
correcta, evaluando sus resultados con un criterioque lodalaexperiencia,
para realizar un diagnéstico seguro de infeccién reciente y poder
beneficiar al paciente con una terapéutica adecuada.

Alrevisar la bibliograffa sobre los métodos serolégicos empleados
en el diagn6stico de Toxoplasmosis, apreciamos que diversas técnicas
han sido utilizadas (R.F.C.,H.A.I,, R.S.F.,LE.1, A.D., Prueba de L4tex.
E.L.ILS.A, etc.) y comparadas con la finalidad de disponer de una
técnica mds sensible y especifica, de bajo costo y de f4cil adquisici6n.
No obstante, en la realidad es dificil conseguir una técnica que retina
todas las caracterfsticas mencionadas.

La mayoria de los trabajos de investigacién revisados, reportan
comparaciones de diversas técnicas: Aglutinacién Directa e
Inmunofluorescencia Indirecta por La Pierre, J.!* y Tarazén, S. S.:*
Hemaglutinacién, Fijacién de Complemento ¢ Inmunofluorescencia
Indirecta por Camargo, M. E., Laser P. G.*7 y Serrano, H.:*
Hemaglutinacién, Inmunofluorescencia Indirecta y Aglutinacién por
Tarazén. S. S.;*® Prueba de Litex, Hemaglutinacién e Inmuno-
fluorescencia Indirecta por Soto. U. R.:** Inmunoandlisis Enzimdtico y
la reaccién de Aglutinacién por Valtaud-E y cols.;*! Inmunoandlisis
Enzimitico e Inmunofluorescencia Indirecta por Radulovic, S. y cols.”
y otros citados con anterioridad®%1%>1%182243 donde se ha demostrado la
superioridad, similitud e inferioridad de una u otra técnica, segtin sea €l
caso. Por lo tanto, la variabilidad en los resultados depende de la
sensibilidad y especificidad de la técnica, del tipo de anticuerpo que
detecta (IgM, IgG o ambos), el tipo de infeccién toxopldsmica (reciente
olatente), la experienciadel bioanalista y las condiciones de laboratorio.
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En nuestro estudio, cuando se comparé H.A.L. y ELLLS.A. se
obtuvo una concordancia del 83,50% similar a la de Malhotra, V. N.
(88,0%).% Lappin, M. R.? utilizando las mismas técnicas en sueros de
gatos,reportaque H.A.L yE.L.1.§.A. IgG son similares parala deteccién
de anticuerpos antitoxoplasma, existiendo poca concordancia cuando se
compara ELIS.A IgMyH.AL

CONCLUSIONES

1. Hemaglutinacién Indirecta (H.A L) sélo esigual a Inmunoanélisis
‘Enzimdtico IgG (E.L.I.S.A. IgG) como método diagnéstico de
Toxoplasmosis en el caso de que se tomen como titulos positivos de
H.A.L aquellos iguales o por encima de 1:64.

2. H.A I requiere otra pruebacomo E.L.1.S.A. IgM o Toxoplasmina
para ¢l diagnéstico de infeccién reciente o latente.

3. La infeccién reciente o latente de Toxoplasmosis puede
diagnosticarse detectando simultdneamente anticuerpos IgM e IgG por
el método de E.LL.IS.A.

4. Al utilizar la prueba de H.A I deben tomarse en cuenta todos los
tftulos inclusive por debajo de 1:64 para descartar la presencia de una
infeccién reciente en ascenso.
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