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OBJETIVOS DE LA GUIA

Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio del Toxoplasma gondii.

Establecer los procesos de obtencién, conservacién y transporte de las muestras para la deteccion
del Toxoplasma gondii.

Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados para el
diagndstico por laboratorio del Toxoplasma gondii.

Describir los criterios técnico-operativos para la participacion en el programa interlaboratorio de
control de calidad para la evaluacion del desempefio externo directo e indirecto.

Precisar cémo se articula la red nacional de laboratorios para la vigilancia por laboratorio del
Toxoplasma gondii, asi como describir las funciones y responsabilidades en cada uno de los niveles.

ALCANCE

La presente guia aplica para la vigilancia por laboratorio del Toxoplasma gondii en diferentes
matrices y métodos con los cuales se detectan en el laboratorio nacional de referencia del Instituto
Nacional de Salud.
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DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

e Toxoplasmosis: se ha considerado como una de las zoonosis mas difundidas en el mundo,
siendo una de las causas principales de lesiones oculares y malformaciones congénitas ademas
de ser una de las enfermedades que reporta altos indices de morbimortalidad, lo cual ha
motivado a muchos investigadores a realizar estudios inmunolégicos encaminados hacia el
diagndstico temprano de este evento, mediante el desarrollo de técnicas basadas en la
determinacion de anticuerpos especificos contra Toxoplasma gondii.

e Antigeno (Ag): molécula que al ser introducida en el organismo induce una respuesta inmune y
da lugar a la formacion de otras proteinas con las cuales reacciona especificamente llamadas
anticuerpos.

e Anticuerpo (Ac): molécula de inmunoglobulina producida por el sistema inmune como
respuesta frente a la exposicién a antigenos especificos. Cada anticuerpo es especifico contra
un antigeno.

e Inmunoglobulina G (IgG): anticuerpo o inmunoglobulina (Ig) producida por el sistema inmune
como respuesta secundaria frente a la exposicién a antigenos bacterianos, virales, parasitarios
0 a otras sustancias antigénicas. Se consideran anticuerpos de memoria, ya que permanecen
presentes en la sangre de por vida, siendo el principal anticuerpo de defensa. Es el tipo de
anticuerpos predominantes en los fluidos corporales como sangre y LCR. Dado que tiene bajo
peso molecular puede atravesar varios tejidos, incluso la placenta, por lo cual en ocasiones el
feto puede tener anticuerpos por transferencia materna sin que ello signifique en todos los casos
contacto con una infeccion.

e Serologia: estudio realizado en muestras de suero, que permite corroborar la presencia de
anticuerpos en sangre frente a la presencia de una infeccion.

e Diagnéstico: La introduccion de nuevas técnicas ha ampliado las perspectivas de diagnostico
de esta enfermedad parasitaria, actualmente la determinacion de anticuerpos especificos es
realizada por diferentes técnicas con diferentes niveles de sensibilidad, y que han suplido la
prueba de oro utilizada para la determinacidon de anticuerpos IgG contra T. gondii “Sabin y
Feldman 1948”, entre las mas empleadas inmunofluorescencia indirecta “Golman 1957” ELISA
“Vinkatean y Wakelin 1993” entre otras.

¢ Inmunodiagnostico: sinonimo de serologia, pero el estudio puede realizarse en fluidos
diferentes a sangre.

e Técnica de inmunofluorescencia indirecta para Toxoplasmosis: El principio del
procedimiento esta basado en el uso de laminas portaobjeto con areas circulares impregnadas
con antigeno total de trofozoitos de Toxoplasma gondii, previamente fijados y listos para la
identificacién de inmunoglobulinas especificas contenidas en las muestras de los sueros de los
pacientes. Los anticuerpos de la clase IgG presentes en el suero del paciente, se adhieren a la
superficie del parasito, donde se detectan por medio de un conjugado (anti- IgG humana
marcada con Isotiocianato de Fluoresceina).
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e Diagnéstico molecular: herramienta diagnoéstica que se basa en la amplificacion de los acidos
nucleicos de los parasitos causantes de la toxoplasmosis, siendo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) la técnica mas comUnmente usada. El diagnéstico
molecular constituye el método de deteccién mas sensible, ventaja que ha sido de gran utilidad
en la confirmacion de infecciones congénitas.

1. GENERALIDADES

1.1. Agente etiolégico

Toxoplasma gondii es un protozoo parasito intracelular obligado de distribucién mundial del Phylum
Apicomplexa. Existen tres linajes clonales predominantes, denominados tipos I, Il y lll. La virulencia
es muy variable y depende del genotipo. También existen cepas atipicas causantes de formas mas
agresivas de la infeccién. Toxoplasma gondii invade la mayoria de las células nucleadas y adopta
formas diferentes: ooquistes, bradizoitos y taquizoitos (1). La toxoplasmosis es una zoonosis cuyos
hospederos definitivos son los felinos y tiene como huéspedes intermediarios al hombre y la mayoria
de mamiferos de sangre caliente (2).

1.2. Modo de transmision

Se conocen cuatro tipos de transmision que conllevan a la mayoria de las infecciones humanas: 1.
Directamente por la ingestién de ooquistes, excretados en heces de felinos, presentes en los
alimentos y aguas (3); 2. Por la ingestion de carne cruda o poco cocida proveniente de animales
infectados; 3. Por transmision transplacentaria al feto a partir de la madre infectada durante el
embarazo (4) y 4. A partir de transfusiones de derivados hematolégicos provenientes de pacientes
en fase de diseminacién hematégena o de érganos trasplantados infectados con el parasito (5).
Aunque la infeccion con este parasito es generalmente asintomatica en adultos sanos, es causa
importante de morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y en nifios infectados
congénitamente (6).

1.3. Prevencion

e Evitar comer carne cruda: Las carnes deben se cocidas a temperaturas no menores de 70°C
para eliminar los quistes del T. gondii (cocerlas hasta que la carne cambie de color).

e Lavarse las manos después de manipular carne cruda.

e Las mujeres embarazadas deben utilizar guantes cuando manipulen o a cambio lavarse las
manos apenas terminen de cogerla.

e Coccibn rapida o buen lavado de todos los vegetales
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2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

2.1. Bioseguridad:
La toma de muestra debe hacerse siguiendo las normas generales de asepsia, antisepsia y
bioseguridad. En caso de remision de laminas o muestras estas deberan ser enviadas con todas
las medidas de bioseguridad, utilizando el sistema de triple embalaje.

2.2. Toma de muestras

Las muestras que sean remitidas al LNR del Grupo de Parasitologia, deberan ser enviadas lo
antes posible después de ser recolectadas, de acuerdo a las recomendaciones dadas e
identificadas debidamente con nombre completo, apellidos, fecha y hora de toma de la muestra
con letra legible y rétulos indelebles.

e Para determinacién de anticuerpos tipo IgG o IgM: Suero (=500 L)
e Para pruebas moleculares: suero (2200 pL), sangre impregnada en papel de filtro (100-200
ML), muestras de tejidos y érganos en solucion salina.

2.3. Tipo de muestra, conservacién, almacenamiento y transporte

Las muestras deberan ser enviadas con todas las medidas de bioseguridad, utilizando el sistema
de triple embalaje, conservando la cadena de frio durante todo el proceso de transporte hasta la
recepcion de las muestras para su procesamiento.

e Para inmunodiagnéstico: Suero, preservado a 4°C durante maximo 24 horas y luego a
-20°C.

e Para pruebas moleculares: suero, sangre capilar o venosa con anticoagulante (=200 pl),
muestras de tejidos y érganos en solucidn salina, preservados a 4°C durante maximo
24 horas.

2.4. Documentacion requerida

Las muestras remitidas al INS, para confirmacién diagndstica deben tener adjunto los siguientes
documentos:

e Historia clinico epidemiolégica o un resumen de historia clinica que incluyan datos
demogréficos (nombre, identificacién, tipo de identificacion, edad, fecha y lugar de
nacimiento, procedencia del caso)

¢ Signos y sintomas clinicos

e Ex&menes paraclinicos adicionales realizados

e Copia de la ficha de notificacion de SIVIGILA (en lo posible)
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2.5. Métodos de laboratorio empleados para el diagndstico del agente
etioldgico:

2.5.1 Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta para diagnoéstico seroldgico
de Toxoplasmosis

El principio del procedimiento esta basado en el uso de laminas portaobjeto con areas circulares
impregnadas con antigeno total de trofozoitos de Toxoplasma gondii, previamente fijados y listos
para la identificacién de inmunoglobulinas especificas contenidas en las muestras de los sueros de
los pacientes. Los anticuerpos de la clase IgG presentes en el suero del paciente, se adhieren a la
superficie del parasito, donde se detectan por medio de un conjugado (anti- IgG humana marcada
con Isotiocianato de Fluoresceina) (Figura No. 1).

Figura No. 1: Esquema de Inmunofluorescencia Indirecta para diagnéstico serolégico de
Toxoplasmosis

ANTIGEN? SUERO CONPLELO CONJUGADO DE GLOBULINA COMPLEJO
T. gondii PROBLEMA i Ag A AntiIgG HUMANA MARCADA CON FLUORESCENTE
Ac ANTI . gondii ISOTIACIANATO DE FLUORESCEINA

(( K, §>§>
( & @

(7%

Fuente: Grupo de Parasitologia-LNR

La reaccion se lee al microscopio de fluorescencia y se determina el titulo en la dltima dilucién del
suero, en la cual se ve fluorescencia en toda la periferia de los taquizoitos, aungue sea poco intensa,
esta seria una reaccion positiva a esta dilucion.

Se considera no reactiva cuando el parasito se observa completamente rojo o si la fluorescencia se
ve localizada en uno de los extremos de los parasitos y es lo que se llama fluorescencia polar.

Los resultados seran comunicados en medio fisico, resultado registrado en el Software del INS o
mediante correo electronico al destinatario con la opcién de confirmacién de recepcion y lectura del
mensaje enviado. La oportunidad en la respuesta es de 5 dias habiles.
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2.5.2 Diagnéstico molecular

2.5.2.1. Extraccion del ADN

A partir de una muestra de sangre anticoagulada o sangre impregnada en papel filtro se realizara la
extraccion del ADN del paréasito mediante kit comercial siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
usara una hoja de bisturi por cada muestra y antes de comenzar el proceso con las muestras de los
pacientes se hara el control de extraccién tomando un circulo de papel filtro sin sangre y realizando
el mismo procedimiento.

2.5.2.2 Deteccién de Toxoplasma gondii por PCR

Los andlisis moleculares se realizardn con ADN gendémico (QADN) del parésito, extraido a partir de
muestras de suero, empleando el estuche comercial (PureLinkTM Genomic ADN Kkits®) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se realizara PCR para la amplificacion de un fragmento del gen B1
de Toxoplasma gondii (132 pb) y uno del gen DHFR-2, para el que se emplearan los oligonucleétidos
reportados por Aspinall et.al (7) y se emplearan las condiciones optimizadas por Cortés LJ et al (8)
asi: Buffer 1X, oligonucledtidos directo y reverso 500 uM, DNTPs 200 uM, MgCI2 concentracion 150
MM, 1 U Taqg y 4 pl ADN para un volumen final de 50 pl. Las condiciones finales de amplificaciéon por
PCR son: desnaturalizacion a 94°C x 1 minuto, anillamiento a 60°C x 1 minuto y extension a 72°C x
1 minuto por 40 ciclos.

En cuanto al andlisis de los productos de PCR La visualizacion de los productos de amplificacion, se
realizar4 mediante una electroforesis en gel de agarosa (1,8%), con buffer TBE 1X y gel red en una
concentracion de 0,02 pl/ml. Una vez obtenidos los productos de amplificacion se realizara la
purificacion a partir de gel, empleando el estuche llustra GFX PCR ADN and Gel Band Purification
(GE Healthcare), siguiendo las indicaciones del fabricante. Con los productos purificados se realizara
la secuenciacién directa por el método de Sanger y el Analizador Genético ABI Prism 310 (Perkin
Elmer). Las secuencias seran editadas y alineadas en MEGA 5.0, y comparadas con secuencias
reportadas en las bases de datos a nivel mundial empleando la herramienta blastn del NCBI.

La PCR se considera positiva cuando se visualiza una banda de ADN en el tamafio esperado,
siempre y cuando los resultados del control negativo (ausencia de bandas) y del control positivo
hayan sido los esperados, el producto de amplificacién esperado para el gen B1 es de 132 pb y para
el gen DHFR2 es de 379 pb.

2.5.3 Usos potenciales del diagndstico molecular

La PCR constituye una metodologia sensible y especifica que permite la identificacion de segmentos
génicos mediante la amplificacién selectiva de secuencias de ADN particulares. Las técnicas de
Biologia Molecular han sido adaptadas a la identificacién de Toxoplasma gondii en diversas muestras
bioldgicas de animales y humanos como sangre, orina, liquido cefalorraquideo, humor vitreo y liquido
amnidtico y érganos.
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En la identificacion mediante PCR de Toxoplasma gondii se han utilizado como blancos de
amplificacion genes unicos (P30) o repetidos (gen B1), la secuencia TGRIE, el ADNr 18s, los locus
SAG1 y SAG2. De estos el gen B1 ha sido ampliamente usado porque al estar repetido 35 veces en
el genoma del parasito ofrece mayor sensibilidad en su detecciéon. En humanos la PCR ha sido
aplicada al reconocimiento de condiciones clinicamente relevantes como toxoplasmosis congénita,
toxoplasmosis ocular y toxoplasmosis en pacientes inmunosuprimidos (Figura No. 2, 3).

Figura No. 2. Flujograma para el diagnéstico confirmatorio de toxoplasmosis congénita

loG elgh
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Seguimiento lgG(-) Sequimiento . : - || Fin de
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—| Espiramicina Espiramicina
Continda...
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Figura No. 2. Flujograma para el diagndstico confirmatorio de toxoplasmosis congénita
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Figura No. 3. Flujograma para el diagnéstico confirmatorio de toxoplasmosis ocular:

Toxoplasmosis ocular

Clinica (+) Exﬂmerjj?;[i?ndo de IgG e lgh PCR humor acuoso
|
| |
lgG (+) lgh(-) 1aG (+) Igh(+) Positiva
Infeccidn cronica Infeccidn aguda Caso confirmado
Casoconfirmado Casoconfirmado

3. CONTROL DE CALIDAD

El Programa de evaluacion externa del desempefio directo (PEEDD) de Toxoplasmosis
Inmunodiagndstico, es un ensayo de aptitud de comparacion interlaboratorio de tipo simultaneo,
cualitativo, cuantitativo y continuo, para las pruebas seroldgicas del diagnéstico de Toxoplasmosis.
La participacion en el PEEDD, es una competencia que tienen los LSP, segun el Decreto 2323 de
2006 (articulo 16, numeral 7); ademas su participacion contribuye en los procesos de acreditacién,
al fortalecer los esquemas de aseguramiento de la calidad y el mejoramiento del desempefio analitico
del laboratorio participante.

El programa esta dirigido a todos los laboratorios de caracter publico, privado o mixto, constituidas
como entidad, que pertenezcan a Entidades Territoriales de Salud Publica, Universidades, Centros
de Investigacion y en general a cualquier institucién que tenga dentro de su objeto la prestacion de
servicios como el diagnéstico seroldgico mediante técnicas de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y
Ensayos de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) para la determinacion de anticuerpos tipo
IgG para Toxoplasma gondii.
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Los PEED son enviados una vez por afio, consta de 10 muestras ciegas acompafiado por una
plantilla de resultados que el laboratorio participante debe diligenciar. Se establece para todos los
participantes un rango de tiempo similar para recibir los resultados. El PEED Toxoplasmosis evalla
una variable de tipo cualitativo nominal (presencia/ausencia). Para el procesamiento de estos datos
se calcula el estadistico indice Kappa de Cohen (k), el cual compara el desempefio del participante,
frente al valor asignado del item de ensayo, corrigiendo la concordancia debida al azar (9). Para
mayor informacion consultar el link:
WWW.ins.gov.co/tramites-y-servicios/programas-de-calidad/Paginas/parasitologia.aspx

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE Toxoplasma gondii

La vigilancia del Toxoplasma gondii, consiste en identificar y describir su circulacion mediante
variables relacionadas con sus caracteristicas genotipicas, su estacionalidad y los sitios en donde
circula con el fin de suministrar informacién que permita orientar las acciones de prevencion primaria
y secundaria asi como estrategias de control.

De igual manera se definiran indicadores que permitirAn resumir estos aspectos y realizar su
publicacién en forma periddica, a través de informes técnicos, asi como en la construccion de
repositorios institucionales donde facilmente se puedan obtener los microdatos y permitir su uso por
parte de la comunicad cientifica, médica, académica y administrativa del sistema de salud y el puablico
en general.

Aunque la infeccion con este parasito es generalmente asintomatica en adultos sanos, es causa
importante de morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y en nifios infectados
congénitamente (10). Existen cuatro grandes manifestaciones clinicas en la toxoplasmosis: la
toxoplasmosis aguda usualmente sin compromiso sistémico y con un curso benigno y autolimitado
principalmente en pacientes inmunocompetentes (11). La toxoplasmosis ganglionar o linfatica, forma
clinica mas comun de la toxoplasmosis adquirida y se presenta en nifios y adultos jévenes (12). La
toxoplasmosis ocular, se presenta como resultado de una infeccién congénita o como una infeccién
primaria y los signos pueden aparecer al cabo de varios afios, con retinitis necrotizante, uveitis y
ocasionalmente retinocoroiditis (13). La toxoplasmosis congénita, se presenta cuando la madre se
infecta por primera vez durante el embarazo. De los recién nacidos, el 70% son asintomaticos, 20%
tienen una forma aguda generalizada con secuelas neuroldgicas y 10% presenta sélo compromiso
ocular (14).
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5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS
(RNL) PARA EL EVENTO

MINISTERIO DE SALUD Y PROTECCION SOCIAL

v

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
DIRECCION REDES EN SALUD PUBLICA
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA

v

LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA Y SECRETARIAS DISTRITALES DE SALUD

v

HOSPITALES, LABORATORIOS CLINICOS, CENTROS DE SALUD Y PUESTOS DE
DIAGNOSTICO

La estructura de la Red definida en el capitulo 1l del Decreto 2323 de 2006 (Estructura y funciones
de la Red Nacional de Laboratorios) por el cual se reglamenta parcialmente la Ley 9% de 1979 en
relacién con la Red Nacional de Laboratorios y se dictan otras disposiciones. Teniendo en cuenta lo
establecido en este decreto se definen los siguientes aspectos:

5.1 Integrantes de la Red Nacional del Programa para Vigilancia de
Toxoplasma gondii:

El Ministerio de Salud y Proteccion Social

El Instituto Nacional de Salud.

Los laboratorios de Salud Publica Departamentales y del Distrito Capital de Bogota.

Los laboratorios clinicos y otros laboratorios de la red publica y privada que realicen analisis
de interés para la vigilancia en salud piblica (puestos de microscopia)
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5.2 Funciones

5.2.1 Ministerio de Salud y Proteccién Social

Dirigir la Red Nacional de Laboratorios y definir las politicas, programas, planes y proyectos
requeridos para su adecuado funcionamiento.

5.2.2 Instituto Nacional de Salud

Es laboratorio de referencia del nivel nacional y los laboratorios departamentales de salud publica y
del distrito capital o seran en sus respectivas jurisdicciones. El Grupo de Parasitologia-LNR del INS
ejercerd la coordinacion de la Red Nacional de Toxoplasmosis y ademas, de las competencias
propias asignadas por ley, cumplira las funciones de asesoria y apoyo técnico al Ministerio de la
Proteccion Social en todo lo relacionado con el apoyo técnico para la evaluacion de las
caracteristicas de los kits de diagndstico seroldgico de toxoplasmosis (IgG, IgM, IgA, avidez) que se
utilizan en el pais, definir los estandares de calidad para el diagndstico de toxoplasmosis, supervisar
el cumplimiento de dichos estandares de calidad por parte de los laboratorios de salud publica
departamentales y del distrito capital, vigilar la calidad del diagnéstico de toxoplasmosis, participar
en programas de evaluacién externa del desempefio con instituciones nacionales e internacionales,
aplicar las normas de bioseguridad en los procedimientos de laboratorio, realizar la validacion de
reactivos, pruebas diagndsticas y de técnicas y procedimientos analiticos, para el diagnostico de
toxoplasmosis, apoyar y promover la realizacién de investigaciones en salud y en biomedicina seguin
las necesidades del pais y directrices dadas por el Ministerio de Salud, promover y realizar
actividades de capacitacion en toxoplasmosis, realizar transferencia tecnoldgica, prestar asesoria y
asistencia técnica a los laboratorios de salud publica en aspectos relacionados con sus competencias
fortalecer el sistema de informacién de la Red del programa de toxoplasmosis.

5.2.3 Direcciones Territoriales de Salud

Las direcciones territoriales de salud asumiran la direccién y coordinacién de la red de laboratorios
en el &mbito departamental o distrital, para lo cual deberan cumplir con las siguientes funciones:
organizar y controlar el funcionamiento de la Red en su jurisdiccion, adoptar las politicas nacionales
del programa de toxoplasmosis, establecer los objetivos, metas y estrategias de la red a nivel
departamental o distrital, verificar el cumplimiento de los estandares de calidad de los laboratorios,
brindar asistencia técnica a los laboratorios de su area de influencia, promover y realizar actividades
de capacitaciéon en temas de interés para los integrantes de la red segun las necesidades, garantizar
la infraestructura y el talento humano necesario para el manejo de la informacion del Laboratorio de
Salud Publica y en general del programa en su jurisdiccion.

5.2.4 Laboratorios de Salud Publica departamentales — LSP y del Distrito
Capital

Los laboratorios de salud publica departamentales y del Distrito Capital, como laboratorios de
referencia en su jurisdiccion, seran los actores intermedios de articulacion en el area de su
competencia entre el nivel nacional y municipal y tendran las siguientes funciones: fortalecer y
mantener las actividades de la red de diagnéstico, implementar el sistema de gestion de la calidad
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para garantizar la oportunidad, confiabilidad y veracidad del diagndstico de toxoplasmaosis, participar
en los programas nacionales de evaluacién externa del desempefio y desarrollar programas de
evaluacion externa del desempefio a nivel municipal, vigilar la calidad del diagnéstico, implementar
los programas de bioseguridad y manejo de residuos, de acuerdo con la normatividad nacional
vigente, cumplir con los estandares de calidad y bioseguridad definidos, apoyar la investigacion,
brindar capacitacion y asistencia técnica a los municipios y a otras entidades, participar en el sistema
de referencia de muestras bioldgicas.

5.2.5 Laboratorios clinicos, hospitales

Los laboratorios publicos y privados de la jurisdiccién municipal y, tienen las siguientes funciones:
desarrollar la gestion para su integracion funcional a la Red Nacional de microscopia, apoyar a la
entidad territorial en la realizacion de pruebas de laboratorio, segin su capacidad y area de
especializacién, adoptar las directrices nacionales y territoriales que permitan su articulacion al
Sistema de Vigilancia en Salud Publica y su participacién en el sistema de informacion para la Red
de microscopia, informar de manera obligatoria y oportuna a la Direccién Local de Salud, los datos
y resultados de pruebas de laboratorio de interés en salud publica a los interesados para la toma de
decisiones, participar en los programas de evaluacién externa del desempefio, cumplir con los
estandares de calidad y bioseguridad definidos, prestar los servicios de toma de muestra,
procesamiento, andlisis e informe de resultados de laboratorio de manera oportuna, eficiente y
confiable, participar en el sistema de referencia y contrarreferencia de muestras bioldgicas. Los
servicios de toma de muestras y los puestos de microscopia deben adoptar y cumplir con los
estandares de calidad de acuerdo con la complejidad del servicio que prestan, bajo la supervision y
monitoreo de laboratorios departamentales.

Lo siguiente es una proyeccion de las actividades de la red que se deben fortalecer y comenzar a
implementar para el Programa de Toxoplasmosis a nivel Nacional (15).
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