UNIVYERSIDAD
ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

Y CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE
TECNOLOGIA MEDICA

AREA DE LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA
PATOLOGICA

“DETERMINACION DE TOXOPLASMA EN GATOS DE
TRES DIFERENTES PARQUES DE LIMA
METROPOLITANA - LIMA 2015”

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO DE LICENCIADO EN
LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA

DANA MALU, TREJO CORDOVA

ASESOR:

Lima, Peru

2015



HOJA DE APROBACION

DANA MALU TREJO CORDOVA

“DETERMINACION DE TOXOPLASMA EN GATOS DE TRES
DIFERENTES PARQUES DE LIMA METROPOLITANA - LIMA
2015”

Esta tesis fue evaluada y aprobada para la obtencion del titulo de
Licenciado en Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica por la
Universidad Alas Peruanas.

LIMA — PERU
2015



Se Dedica este Trabajo:

A Dios y a mi Sefior Jesucristo, porque siempre han
estado a mi lado en cada paso que doy.

A mis Tios, Tias y Primos, que siempre me alentaron
a seguir superdndome para llegar a ser un gran
profesional.



Se Agradece por su Contribucion para el Desarrollo
de esta Tesis a:

A la Lic. TM. TF. Nidia Yanina Soto Agreda, por su
asesoria y ayuda constante en la realizacién del
presente trabajo.

A mi Alma Mater “UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS”
qguien la llevo en mi corazén a todo lugar y en todo
momento.

Al Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion, por
permitirme realizar este presente trabajo de
investigacion y abrirme las puertas de su instalacion



RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de gatos infectados por toxoplasma en tres

diferentes parques de Lima Metropolitana —2015.

METODOLOGIA: Estudio descriptivo, Prospectivo, de corte transversal. Se
trabajo con un total de 74 gatos que habitan en tres diferentes parques de Lima
Metropolitana: Parque Universitario (30); Parque de la Institucion de Caballeria
PNP — POTAO (30) y Parque Kennedy (14) durante el 2015. Para el andlisis
descriptivo se empled medidas de tendencia central y de dispersion; asi como,
frecuencias absolutas y relativas. Para el andlisis bivariado se utilizé la prueba del
chi-cuadrado con una significancia del 5% considerandose un valor de p<0.05

como significativo.

RESULTADOS: De los 74 gatos analizados, el 62,2% de los gatos que habitan en
los tres diferentes parques de Lima Metropolitana son reactivos para toxoplasma
gondii, asimismo se observd que el parque Universitario tuvo una mayor
frecuencia de gatos infectados por toxoplasma gondii seguido de la Institucién de
Caballeria PNP- POTAO (56,7%) y en menor frecuencia el Parque Kennedy con
42,9%. Observandose asi que no existe diferencia significativa entre la frecuencia
de gatos reactivos a toxoplasmosis en los tres parques (p=0,071). Se encontro
que la frecuencia de toxoplasma gondii en gatos encontrados en el presente
estudio es mayor a lo reportado por la literatura nivel nacional e internacional.
CONCLUSIONES: La frecuencia de gatos infectados por toxoplasma en tres
diferentes pargques de Lima — Metropolitana fue de 62,2%.

Palabras clave: Toxoplasma gondii; gato, Lima.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the frequency of cats infected with toxoplasma, in

three different parks Metropolitan Lima -2015.

METHODOLOGY: Descriptive, prospective, cross-sectional study. It was worked
with a total of 74 cats living in three different parks Metropolitan Lima:
“Universitario” Park (30); “Institucion de Caballeria PNP — POTAQO” Park (30) and
Kennedy Park (14) during 2015. For the descriptive analysis measures of central
tendency and dispersion it was used; as well as absolute and relative frequencies.
For bivariate analysis, the chi-square test was used with a significance of 5%

considering a value of p <0.05 as significant.

RESULTS: Of the 74 cats examined, 62.2% of cats that live in the three different
parks of Lima are reactive to toxoplasma gondii, also it was showed that the
Universitario park had a higher frequency of Toxoplasma gondii infected cats
followed by Institucion de Caballeria PNP — POTAO Park (56.7%) and less
frequently the Kennedy Park with 42.9%. It is observed that there is no significant
difference between the frequency of toxoplasmosis cats reagents in the three
parks (p = 0.071). It was found that the frequency of Toxoplasma gondii in cats
found in this study is higher than that reported by the national and international

literature.

CONCLUSIONS: The frequency of Toxoplasma-infected cats in three different

parks in Lima - Metropolitan was 62.2%.

Keywords: Toxoplasma gondii; cat, Lima.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Planteamiento del Problema:

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias con mayor frecuencia
a nivel mundial. Es causada por el parasito Toxoplasma gondii, el cual
constituye un serio problema en la produccién de algunos animales, debido a
gue ocasiona reabsorcion embrionaria, abortos, mortalidad perinatal e
infertilidad temporal.®

La toxoplasmosis en los felinos mayormente ocurre entre los seis meses y el
afio de edad, que es cuando comienza a cazar los ratones, ratas, pajaro, o
carne gque contienen quistes tisulares de Toxoplasma de gondii®. Asi también
recientes estudios muestran prevalencias moderadas a anticuerpos contra
Toxoplasma gondii en felinos, entre las cuales podemos observar en algunos
paises como Corea, en 37,4% © y en Iran con un 40% de felinos infectados
@

La presenciay proliferacion de gatos en zonas de acceso publico y sobretodo
en lugares de distraccion y esparcimiento como son los parques conllevan a
un problema sanitario, pues dichos gatos no cuentan con el control veterinario
adecuado que pueda darnos la seguridad de que estos gatos no sean
portadores de alguna enfermedad y sobretodo de Toxoplasma que es el punto
central de mi investigacion. Lo cual puede ser un problema para las personas
que frecuentan dichos lugares y con mayor riesgo las poblaciones mas
vulnerables como son los nifios, mujeres embarazadas y personas que
tengan alguna dolencia que disminuya sus defensas podrian ser mas

susceptibles de ser contagiadas de toxoplasma.
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1.2. Formulacioén del Problema:
1.2.1. Problema General:
¢, Cuanto es la frecuencia de gatos infectados por toxoplasma en tres
diferentes parques de Lima Metropolitana — 2015?
1.2.2. Problemas Especificos:
¢En la actualidad existe un control Sanitario adecuado de los gatos

gue habitan en dichos parques?

¢,Cuanto es la frecuencia de infeccion por toxoplasma en gatos de
tres diferentes parques de Lima Metropolitana — 2015 dependiendo

del lugar de procedencia de las muestras obtenidas?

1.3. Objetivos:
1.3.1. Objetivo General:
Determinar la frecuencia de gatos infectados por toxoplasma en tres

diferentes parques de Lima Metropolitana — 2015

1.3.2. Objetivos Especificos:
e Determinar si en la actualidad existe un control Sanitario adecuado
de los gatos que habitan dichos parques.
e Determinar cuanto es la frecuencia de infeccion por toxoplasma en
gatos de tres diferentes parques de Lima Metropolitana — 2015

dependiendo del lugar de procedencia de las muestras obtenidas.

11



1.4. Justificacién:
El incremento de gatos en la via publica aumenta la probabilidad de
transmision de toxoplasma a gestantes y menores de edad. Dentro del grupo
mas susceptible se encuentran personas en un estado de malnutricion,
personas con deficiencias inmunolégicas por cualquier indole. Se pretende
evaluar el potencial riesgo de la presencia de toxoplasma en gatos en los
parques en donde se tomara que podrian ser foco de trasmision, esta
propuesta se plantea debido a que no existe evidencia técnica ni publicada
al respecto en nuestra region.
Con los resultados obtenidos en este estudio se pretende implementar
medidas de prevencion dirigidas a la poblacién aledafia a dichos parques, a
fin de reducir la posible trasmisién de este parasito.
A través de esta investigacidon, también se pretende poner énfasis en el
conocimiento de este tema por parte de la poblacién y mejorar las estrategias
de salubridad en dichos parques.
El presente proyecto de Determinacién de Toxoplasma en gatos de tres
diferentes parques de Lima Metropolitana 2015 se justifica por:
De conformidad con lo expuesto anteriormente y siendo el estudio una
alternativa de solucién a la problematica de la poblacion de los sectores de
salud; se justifica la realizacion del proyecto como tema de tesis de grado;
mediante el cual se contribuye al desarrollo del sector Salud de nuestra
region como parte de la extension social de la Facultad de Medicina Humana

y ciencias de la salud de nuestra Universidad.
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1.5. Localizacién del proyecto

Los parques en donde se realizara el estudio son los siguientes:
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Bases Tedricas:
TOXOPLASMA
La infeccibn por Toxoplasma gondii puede ocasionar un cuadro de
toxoplasmosis 0 no provocar alteraciones aparentes en el huésped. Algunos
la han llamado la parasitosis del siglo xx, y su forma de expresarse cobra
importancia en los pacientes inmunodeprimidos y en los neonatos cuyas

madres se infectaron por primera vez durante la gestacion® 7 8),

CLASIFICACION TAXONOMICA

Clasificacion taxonémica ©

e Reino: Protozoa

e Phylum Apicomplexa
e Clase: Sporozoa

e Sub clase: Coccidia

e Orden: Eucoccidiida
e Suborden: Eimeriina

e Familia: Sarcocystidae

* Género: Toxoplasma

» Especie Toxoplasma gondii

14



CICLO BIOLOGICO

El Toxoplasma gondii, eucariota celular obligatorio, ya fue aislado en varios
tejidos vivos y células nucleadas y en liquidos organicos, como sangre, linfa,
saliva, leche ( calostro), exudados, esperma y liquido peritoneal?).

El ciclo biolégico del Toxoplasma gondii se divide en dos partes: un ciclo
sexual que ocurre por gametogonia en las células epiteliales del intestino
delgado del hospedero definitivo (felinos domeésticos y silvestres) y un ciclo
gue ocurre en los tejidos extraintestinales de los hospederos intermediarios:
animales de sangre caliente, incluido el hombre, aves e incluso los propios

felinos2,

TRANSMISION DE LA TOXOPLASMOSIS

La Toxoplasmosis, es transmitida de diversas maneras en forma natural cuya
importancia dependera de la especie animal involucrada y el sistema de
produccién practicado. Existen tres formas de transmision 1) mediante
contaminacion fecal, por ingestién de ooquistes, donde tienen rol importante
los vectores cucaracha y moscas 2) mediante carnivorismo, por ingestion de
bradizoitos y taquizoitos en carne cruda e insuficientemente cocida 3)
congénita transplacentaria y transmamaria mediante los taquizoitos. El
ooquiste constituye el eslab6n mas importante de la cadena epidemioldgica
del toxoplasma, la infeccion humana se da por la ingestién de los ooquistes
contaminados en las frutas y verduras mal lavadas y por la ingestion de
quistes tisulares en la carne cruda o mal cocida. La ingestion de ooquistes
en agua, suelo o alimentos es probablemente la ruta mas comun para los
mamiferos no carnivoros y aves. Siendo la transmision vertical poco

frecuente en los gatos (1. 13, 14.15),
15



PATOGENIA

La penetracion del toxoplasma por cualquier via, ya sea oral, intraperitoneal,
etc. Estas producen rdpidamente una infeccidon generalizada. Sin embargo
en la mayor parte de las infecciones agudas, la via de infeccion es el intestino
(16)

Asi, luego de la ingestion de la forma infectiva, los parasitos son liberados
de los quistes tisulares (bradizoitos) o de los ooquistes (esporozoitos) por el
proceso digestivo del tracto gastrointestinal del hospedero, siendo liberados
a la luz del intestino penetrando en el interior de diferentes tipos de células
de la mucosa y submucosa intestinal, formandose trofozoitos, tanto por la
invasion activa como por fagocitosis®: 17:18)

La de este parasito es originariamente vascular, siendo las células
endoteliales los lugares preferentes de localizacion del parasito. Alrededor
del vaso afectado aparecen células epitelioides y macrofagos y formando
capas concéntricas de inflamacion perivascular. La luz del vaso puede
quedar ocluida, ocasionando un menos riego sanguineo en las zonas
afectadas, lo q podria explicar la apariciobn de sintomas nerviosos con

convulsiones, temblores y paralisis(9.

TOXOPLASMOSIS HUMANA

La prevalencia de toxoplasmosis humana en adultos a nivel mundial
presenta variaciones regionales, observandose valores entre 30 y 60 %®. El
impacto socio econémico de la toxoplasmosis en términos de sufrimiento
humano y cuidado del nifio con retardo mental y ceguera son enorme. Sin

embargo, los factores econdmicos y sociales no tienen relacion especial con
16



el parasito, pero si con los factores culturales, pues la costumbre de comer
carne cruda o poco cocida fue identificada como un factor de riesgo en varios
estudios. Por ejemplo en Francia y Noruega el consumo de carne de res 'y
cordero poco cocida, fueron el principal factor de riesgo identificado en la

adquisicion de toxoplasmosis®: 15 20),

TOXOPLASMOSIS ANIMAL

En relacién a la toxoplasmosis animal, no siempre este protozoario causa
sintomatologia evidente o muerte; y muchas veces ocurre en forma
inaparente, dependiendo esta situacion de muchos factores. Como la edad
del animal, la via de inoculacion, la especia considera y la virulencia

intrinseca de la Cepa.(?

TOXOPLASMOSIS EN FELINOS

Los felinos un papel fundamental en la epidemiologia de la toxoplasmosis
por ser los hospederos definitivos del Toxoplasma gondii y los Unicos
animales en que el parasito realiza la fase sexual del ciclo de la vida y elimina
los ooquistes que constituyen una de las formas infectantes del parasito,
siendo los felinos esenciales para la diseminacién y perpetuacién del agente
de la naturaleza®?,

La infeccion de gatos domésticos por Toxoplasma gondii fue descrita por
primea vez por Olafson y Monlux en 19424, En un gato que presentaba
aumento de los nodulos linfaticos mesentéricos, pequefias ulceraciones
intestinales y multiples nodulos en los pulmones y se refirieron a la
transmision por consumo de carne mal cocida. Sin embargo, se destaca el

aporte realizado en la década de los sesenta por (Hutchinson et al., 1969)
17



quienes sefialan la implicancia del gato en el ciclo biolégico de desarrollo del
parasito y su relacién con el hombre y el resto de los animales. (@3 24.25),
TOXOPLASMOSIS EN GATOS

Los felinos constituyen un punto clave en la epidemiologia del Toxoplasma
gondii, al constituir el tnico hospedero de reproduccion sexual y definitivos
de este parasito y por eliminar conjuntamente con su heces los ooquiste, son
las Gnica infeccion para animales herbivoros. (9.

Debido al importante papel del gato en la epizootiologia de la toxoplasmosis,
se han realizado numerosos estudios sobre la infeccion de estas especies,
basandose en la presencia de ooquistes en las heces y/o en la deteccién de
los anticuerpos en suero®®. Estos estudios demuestran que los gatos estan
en condiciones naturales, frecuentemente infectado y que produce millones
de ooquistes. Sin embargo muy raramente la infeccion da lugar a
manifestaciones clinicas en el gato. Los gatos se infectan entre las tres
semanas y tres afios, no obstante gatos viejos hasta de 15 afios pueden
infectarse. En estos Ultimos (animales viejos) se debe resaltar que
experimentalmente no presenta sintomas, ni aun con altas dosis infectante
de Toxoplasma, por eso, se postula la infeccion natural solo se produce
cuando los mecanismos de defensa son deprimidos (6. 20.27),

Otro echo trascendente relacionados a los gatos es que cuando entran en
contacto con el Toxoplasma gondii por primera vez, eliminan ooquiste
conjuntamente con sus heces durante una o dos semanas, desenvolviendo
inmunidad que dura muchos afos. Durante este periodo, a pesar de
expuesto nuevamente al parasito, no elimina ooquiste con sus heces,

haciendo imposible la transmisién a otros hospederos®).

18



DIAGNOSTICO

La toxoplasmosis puede coexistir en cualquier otra enfermedad, sin relacion
de causa a efecto entre la parasitosis y la sintomatologia del paciente; por
lo que resulta, si no imposible, establecer el diagnostico sin ayuda del
laboratorio mediante métodos indirectos, que demuestran la presencia del

parasito, y métodos indirectos que detectan anticuerpos especificos (7 18),

EXAMENES DIRECTOS

La visualizacion directa de parasitos en fluidos o tejidos en pacientes agudos
es un procedimiento dificil y de bajo rendimiento; siendo uno de los motivos
por lo que el diagnostico por observacion, debe ser confirmado por alguna

técnica mas sofisticadas como inmuno-fluorescencia®229),

Es cierto que, lo ideal en el diagnéstico de laboratorio es la demostracion o
aislamiento del Toxoplasma gondii, no obstante la positividad en este caso
no es muy comun, sobre todo al recordar de que el proceso puede
corresponder a la enfermedad ya evolutiva, no permitiendo la confirmacion
etiologica mediante estos método; aun en la fases iniciales, frecuentemente

no es posible la evidencia del protozoario®.

EXAMNES INDIRECTOS

En la practica, el diagnéstico de la toxoplasmosis se basa,
fundamentalmente en el hallazgo de anticuerpos mediante procedimientos
inmunobiolégicos, recomendandose, ademas la demostracion de antigenos

circulantes en casos agudos @ 18),
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2.2.

ELISA

FUNDAMENTOS DEL METODO Toxotest HAI se basa en la propiedad que
tienen los anticuerpos anti-T. gondii de producir aglutinacion en presencia de
glébulos rojos sensibilizados con antigenos citoplasméticos y de membrana
del parasito. EI empleo de ambos tipos de antigenos incrementa la
sensibilidad del método permitiendo la deteccidon precoz de la infeccion.
Tanto la presencia de anticuerpos heterofilos como la aparicion de IgM,
caracteristicas del periodo agudo de la parasitosis, se investigan empleando
tratamiento con 2-mercaptoetanol (2- ME) y eritrocitos no sensibilizados para
control y absorcion de heterofilia. Los anticuerpos heterdfilos se absorben
con eritrocitos no sensibilizados. En los sueros de pacientes con infeccion
aguda tratados con 2-ME, se observa una caida del titulo en por lo menos

dos diluciones comparados con los mismos sueros sin tratar con 2-ME.

Antecedentes:

2.2.1 Antecedentes Internacionales:
Rico, C., et al. En una investigacion se obtuvieron 48 muestras de
gatos de La Colina México, donde el objetivo fue detectar y aislar
Toxoplasma gondii y analizar la distribucion tisular, se emple6 Elisa
Indirecto y el aislamiento de la caracterizacion de los ratones con
PCR®0, Los taquizoitos se aislaron de la cavidad peritoneal del ratén.
Diez animales sacrificados fueron seropositivos y de las cuales ocho
de ellos fueron positivos para el gen convencional de PCR. Los tejidos
con mayor frecuencia fueron infectados musculo Braquiocefalico

(75%) el cerebro (63%) y el bazo 63%©0),
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Khademvatan, S., et al. Al Sur de Iran en la cuidad de Ahvaz, de
enero a mayo del 2012 se realiz6 un estudio con el objetivo de
investigar la prevalencia de parésitos en los gatos callejeros. Fueron
140 muestras fecales examinadas usando el método de flotacion
sacarosa, Parasitos gastrointestinales se encontraron en 121 de los
140 (86,4%). Los parasitos detectados eran Toxocara spp.(45%,
63/140), Isospora spp. (21,4%, 30/140), larvas de nematodos (21,4%,
30/140), Taenia spp. (18,6%, 26/140), Sarcocystis spp. (17,1%,
24/140), Eimeria spp. (15%, 21/140), Blastocystis spp. (14,3%,
20/140), Giardia  spp, (10,7%, 15/140), Physaloptera
spp.(7,1%,10/140), y quiste ameba (5,7%, 8/140), la infeccion por
Joyexiella spp. Y gusanos gancho (4,3%, 6/140), por ejemplo,
Dipylidium caninum (2,9%, 4/140) fue similar; y la prevalencia de la
infeccién por T. gondii y Dicrocoelium dendriticum fue similar 1,4%,

2/1406Y),

Djokic, V., et al. Se realiz6 un estudio de Mini-FLOTAC para el
recuento de ooquistes de Toxoplasma gondii a partir de heces de gato
- la comparacion con las placas de recuento celular. El objetivo del
presente estudio fue comparar el dispositivo Mini-FLOTAC con placas
de conteo de células tradicionales (Kova de diapositivas). Se
realizaron dos tipos de experimentos: (i) purificado ooquistes se
contaron en diferentes diluciones vy (ii) libre de patdégenos especificos
de T. gondii heces de gato-negativo se inocul6 con numeros de
oocistos purificados y se realiz6 el recuento directamente de las

heces. Nuestro analisis mostré una y mil veces mayor sensibilidad de
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Mini-FLOTAC (5 x 10 (2) ooquistes) en comparacién con Kova Slide
(5 x 10 (5) ooquistes). También, cuando se compara mediante la
prueba de McNemar, el conteo de los ooquistes purificados mostrd
una mayor sensibilidad de Mini-FLOTAC en comparacion con Kova
Slide. Nuestros resultados muestran que Mini-FLOTAC es mas
sensible que los métodos tradicionales de T. gondii ooquistes

deteccion y cuantificacion es mas preciso®?).

Dabritz, H., et al. En Morro Bay de California, se realiz6 un estudio
con el objetivo de estimar la sensibilidad analitica de deteccion
microscépica de ooquistes de Toxoplasma gondii y la carga medio
ambiental de Toxoplasma gondii, se empled el disefio transversal 326
muestras fecales de los gatos. Se recogieron muestras fecales de los
refugios gato, clinicas veterinarias, las familias propietarias de gatos,
y lugares al aire libre, se obtuvo los resultados siguientes Soélo 3
(0,9%) muestras de heces de 326 gatos contenian Toxoplasma gondii
ooquistes y la carga anual el medio ambiente se estim6 en 94 a 4.671
ooquistes / m (2) (9-434 oocistos / ft (2)). A pesar de la baja
prevalencia y la corta duracion de Toxoplasma gondii, la enorme
cantidad de ooquistes derramadas por los gatos durante la infeccion

inicial podria dar lugar a la contaminacién ambiental considerable 3.

Figueiredo, J., et al. Un estudio realizado en Brasil, el cual se
determind la prevalencia de anticuerpos de Toxoplasma gondii en
cabras. Fueron 174 muestras de suero que se obtuvieron de cuatro
rebafios, se distribuyeron los animales de acuerdo a su origen rebafo

[, Il, 11l, IV. Las muestras se analizaron por Elisa y hemoaglutinacién

22



indirecta. Se observo una seroprevalencia global del 18,4%, con un
namero significativamente mayor a la tasa de positividad en el rebafio
Il (66,7%) y los animales de mayor edad (> 36 meses). Una
correlacion positiva alta y significativa entre los titulos obtenidos Elisa

y HAI (4,

2.2.2 Antecedentes Nacionales:
Cerro, L. En Lima, Peru se realiz6 un trabajo, cuyo objetivo fue
determinar la frecuencia de anticuerpos contra Toxoplasma gondii en
gatos de Lima Metropolitana. Ademas, estimar el grado de
concordancia entre las técnicas de diagnodstico de inmuno-
fluorescencia indirecta y HAI. Se analizaron las muestras de sueros
de 178 gatos, obtenidas de diferentes clinicas veterinarias de Lima
Metropolitana. Los resultados mostraron una frecuencia de reactores
a Toxoplasma gondii de 17.9% con un intervalo de confianza de 95%
entre 12.0 y 23.5% para la técnica IFl y 11.2% con un intervalo de
confianza de 95% entre 6.6 y 15.8% para la técnica HAI. La evaluacién
de reactores segun edad y sexo, no mostraron diferencia estadistica
significativa (p>0,05). Por otro lado, al evaluar el grado de
concordancia entre ambas pruebas se hallé un valor de Kappa (K)
igual a 0.73 indicando que el grado de concordancia entre ambas
pruebas fue del tipo sustancial, mientras que con la prueba de Mc
Nemar se encontré significancia estadistica (p < 0.05), entendiendo

que las pruebas no pueden ser reemplazadas mutuamente®>).

De la Cruz, C. Recolecté sueros sanguineos de 258 alpacas hembras

para la deteccion de anticuerpos de Toxoplasma gondii; mediante la
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técnica de Inmuno-fluorescencia Indirecta (IFI), encontrandose que el
8.53+3.41% (22/258) de las muestras, presentaban anticuerpos
contra el parasito; siendo estos menores en proporcion con los
hallados en alpacas de otras zonas ganaderas del pais, por lo tanto
se hace necesario la continuar con estudios similares a fin de
determinar el verdadero rol de este parasito con los problemas

reproductivos en alpacas(®),

Saravia, M. Realiz6 un estudio en la provincia de Melgar-Puno,
mediante la prueba de Inmunofluorescencia indirecta; se obtuvieron
157 muestras sanguineas de llamas hembras adultas, de ellas 112
provenian de la punta de paricion de Alianza y 45 de la punta de Rio
grande. Se encontr6 que el 10.19 + 4.7% (16/157) del total de llamas
hembras adultas presentaron anticuerpos contra Toxoplasma gondii;
la seroprevalencias halladas en las puntas de Rio grande y Alianza
fueron de 13.33 + 9.8% (6/45) y 893 + 53% (10/112)
respectivamente, no encontrandose diferencia estadistica significativa
entre ellas. Las seroprevalencias de Toxoplasma gondii segun rangos
de edades de 2 a 3, 4 a 5 y mayor o igual a 6 afos, fueron de 9.09 +
8.5, 15.38 + 13.87 y 9.19 + 6.07 respectivamente; Los resultados de
este estudio muestran una seroprevalencia a Toxoplasma gondii

relativamente baja en esta empresa,®”).

24



CAPITULO IIl: METODOLOGIA
3.1. Diseino del Estudio:

De tipo descriptivo transversal.
3.2. Poblacion:

Esta conformado por todos los gatos que habitan en tres diferentes parques
de Lima Metropolitana — Lima 2015, los cuales seran

e Parque Kennedy, Miraflores

e Parque Universitario, Centro de Lima

e Institucion de Caballeria PNP, Potao Rimac.
3.2.1. Criterios de Inclusion:

e Todos los gatos que habitan en los parques mencionados.

3.2.2. Criterios de Exclusion:
e Gatos menores de 1 afo de edad.
e (Gatos recién nacidos.
e Gatos en malas condiciones de salud.
3.3. Muestra:
La muestra esta comprendida por 74 gatos que habitan en tres diferentes
parques de Lima — Metropolitana, donde se distribuyen de la siguiente
manera: 30 gatos habitan en el parque Universitario; 30 gatos habitan en

Institucion de Caballeria PNP y 14 gatos habitan en el Parque Kennedy.

PARQUE CANTIDAD DE GATOS
KENNEDY 14
UNIVERSITARIO 30
PNP POTAO 30
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Tipo y Técnica de muestreo: El tipo de muestreo es Probabilistico. Y la técnica

gue se empleo fue el muestreo aleatorio simple.

3.4. Operacionalizaciéon de Variables:

Definicién Definicidn Escala de Forma de
Variable
Conceptual Operacional Medicion Registro
Enfermedad
causada por
protozoos que
Principal: se presenta en | - ELISA Si
Binaria
Toxoplasma diversos - Parasitoldgico No
mamiferos
tipos de
animales
Numeros
Secundarias: Tiempo de vida
- Discreta naturales
Edad del gato.
enteros
Hembra
Sexo - Nominal Si/ No
Machos
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3.5. Procedimientos y Técnicas:

En la realizacion de la presente investigacion se gestion6 los permisos
correspondientes con la municipalidad de Miraflores, la Institucion PNP de
Caballeria; se adjuntan dichos documentos en los anexos del presente
estudio.

Asimismo fueron seleccionados los gatos que habitan en los tres diferentes
parques segun los criterios de inclusion y exclusion, durante los meses de
julio a octubre del 2015.

Seguidamente las muestras de sangre se obtuvieron mediante la puncion
directa de la vena femoral y yugular de los gatos, usando vacuteiner y

agujas de 23x1 pulg-

LIMITACIONES Y RESTRICIONES

No sé conto con el asesoramiento de un especialista de salud
veterinaria; solo con la ayuda de un colaborador del muestreo y
manipulacion de los gatos.

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA VENA CEFALICA

Un ayudante debe sujetar al gato en posicion decubito esternal sobre la
superficie, sujetara el cuello y la cabeza del animal con una mano y con la
otra mano se toma la articulacién del codo del miembro que le quede mas
comodo, tratando de extender el antebrazo del gato.

Se realiza la puncién en la regién dorsal del tercio medio distal del radio.
Se debe aplicar una ligadura sobre la articulacion del codo para interrumpir
el retorno venoso y hacer resaltar la vena durante un maximo de 10

segundos.
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Para tomar la muestra se debe tomar con una mano el miembro toracico
del gato, para evitar movimientos indeseables.

La venopuncion se realiza introduciendo la aguja con el bisel hacia arriba
en un angulo de 45 grados aproximadamente, sobre la vena cefalica que
se encuentra resaltada por la presion.

La colecta de la muestra esta en los tubos especificos para su transporte (

tubos sin anticoagulante)

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA DE VENA YUGULAR

En primer lugar el ayudante debe sujetar al gato en posicion decubito
esternal sobre el lugar de exploracion.

El ayudante sujetara el cuello y la cabeza del animal con una mano y con
la otra mano sujetara ambos miembros toracicos, para evitar que el gato
los mueva durante el procedimiento.

El ayudante debe procurar que el cuello del gato se encuentre extendido
para realizar la preparacion y del mismo modo la venopuncion yugular.
Para que la sangre se acumule en el interior de la vena seleccionada, se
puede hacer presidon sobre la region lateral de la linea media del cuello,
justo craneal a la entrada del térax, para hacer g resalte la vena yugular.
Posteriormente se introduce en la vena, la aguja con el sistema vacuteiner,
se coloca el tubo se deja llenar % parte del tubo, posteriormente se retira
la aguja de la vena y se coloca un algoddn con alcohol, haciendo presion
en donde se hizo la puncion.

A los gatos que ya se les realizo la toma de las muestras dentro del mismo

parque, se coloco una cinta adhesiva distintiva de color blanco a la altura
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del cuello para de esta forma evitar volver a tomar muestras del mismo
animal.

Posteriormente las muestras fueron centrifugadas y los sueros resultantes
se conservaron en congelacion a -20 °C.

Los gatos

Para la deteccion de IgG de toxoplasmosis en gatos se empled la prueba
de hemaglutinacién indirecta donde:

e Las policubetas fueron pasadas con un pafio humedo por la base
para eliminar la carga electrostatica.

e Asimismo se coloc6 (25 ul) de diluyente de suero HAI en todo los
pocillos de loa policubeta.

e Enseguida se colocd (25 ul) de los sueros controles y de las
muestras a ensayar en los pocillos de la fila 1 donde se utilizaron
tantas columnas horizontales como sueros se procesaron.

e Se realizaron diluciones a partir de la fila 1 (dilucion ¥2) pasando los
microdilutores hacia la fila 2 (dilucidn ¥4) asi sucesivamente hasta la
fila 6 (dilucion 1/6).

e luego se colocé en la filas 1 y 2 (diluciones Y2 y ¥4) 25 ul de GR no
sensibilizados para el control de la heterofilia.

e En el resto de los pocillos se agregé (25 ul) del antigeno HAI

e Se agito la policubeta durante 30 seg.

e Luego se dejo en reposo al resguardo de vibraciones durante 90 min

e Se realizd la lectura a partir de los 90 min
Lectura:

a) No Reactivo: presencia de un sedimento en forma de botén

29



0 pequefio anillo de bordes irregulares.

b) Reactivo: formacion de una pelicula o manto g cubre el 50%
o0 mas del fondo del pocillo
e Se tomo la lectura como positivo valores = a 1/16 ( punto de corte)
de acuerdo al kit comercial toxoest- HAI
e Finalmente, una vez obtenida los resultados de la prueba de laboratorio se
procedio a su tabulacion y analisis.
3.6. Plan de Analisis de Datos:

Se disefié una base de datos en el programa estadistico SPSS v.20 en
espafol; previo control de calidad del registro en la base de datos. Para el
andlisis descriptivo se determind medidas de tendencia central. Asimismo se
emplearon tablas de frecuencia y de contingencia. Par el analisis inferencial
se determind la asociacion a través de la prueba Chi-cuadrado con una

significancia del 5%, considerandose un p<0,05 como significancia.
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CAPITULO IV: RESULTADOS ESTADISTICOS

4.1. RESULTADOS

Se presenta los resultados de 74 gatos que habitan en tres diferentes parques de
lima metropolitana, para lo cual se distribuyen de la siguiente manera; 30 gatos
habitan en la institucion de caballeria PNP; 30 gatos habitan en el Parque
universitario y 14 gatos habitan en el parque Kennedy, ademas de cumplir con los

criterios de inclusion y ninguno de exclusion.

Tabla 1. Frecuencia de infeccién por toxoplasma en gatos de tres diferentes

parques de Lima Metropolitana

Toxoplasma N %

Reactivo 46 62,2

No Reactivo 28 37,8
Total 74 100,0

En latabla 1, se observa que el 62,2% de los gatos que habitan en los 3 diferentes
parques de Lima Metropolitana (Parque Universitario, Instituciéon de Caballeria
PNP- POTAO y parque Kennedy) estaban infectados por toxoplasma; mientras
que el 37,8% de los gatos no estaban infectados por toxoplasma (Ver tabla 1,
gréfico 1).

Gréfico 1. Frecuencia de infeccidén por toxoplasma en gatos de tres diferentes

parques de Lima Metropolitana
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Tabla 2. Frecuencia de infeccién por toxoplasma en gatos segun los tres

diferentes parques de Lima Metropolitana.

PARQUES
Toxoplasma Parque Universitario Ins““:;;’\iﬁ;n_ %%glrilgllleria Parque Kennedy
N % N % N %
Reactivo 23 76,7 17 56,7 6 42,9
No Reactivo 7 23,3 13 43,3 8 57,1
Total 30 100,0 30 100,0 14 100,0

0,071

* Prueba Chi- cuadrado

En la tabla 2, se observd que el parque Universitario tuvo mayor frecuencia de

gatos reactivos a toxoplasma en comparacion a la Institucion de Caballeria PNP-

POTAOQ y al parque Kennedy (76,7% vs 56,7% vs 42,9%), encontrdndose que no

existe diferencia significativa entre los 3 parques (p=0,071) (Ver tabla 2, gréafica

2). ; se adjunta en los anexos formatos de resultados procesados.

Grafica 2. Frecuencia de infeccién por toxoplasma en gatos segun los tres

diferentes parques de Lima Metropolitana

100% -
s 76,7% TOXOPLASMA
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POTAO
PARQUES
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Tabla 3. Frecuencia de infeccién por toxoplasma en gatos a nivel Nacional.

Toxoplasma Ciudad Afo N % Total
Cerro, L. Lima-Peru 2007 32 17,9 178
Aleman, S. Lima-Peru 2012 37 37 100
Investigacién actual ~ Lima-Pert 2015 46 62,2 74

Segun la tabla 3. La frecuencia de toxoplasma gondii en la presente investigacion
fue del 62,2%, seguido Aleman, S., donde hallé una prevalencia del 37,0% en
gatos y por ultimo Cerro, L. el cual encontré que la frecuencia de reactores a

Toxoplasma gondii fue del 17.9% (Ver tabla 3, gréfica 3).
Gréfico 3. Frecuencia de infeccion por toxoplasma a nivel Nacional.

100%

75% 62,2%
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FRECUENCIA DE TOXOPLASMA GONDII A NIVEL NACIONAL
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Tabla 4. Frecuencia de infeccién por toxoplasma a nivel Internacional.

Toxoplasma Pais Afo N % Total
Dabritz, H., EE.UU 2007 3 0,9% 326
Sharif, M. Iran 2008 40 40,0% 100
Kim, HY. Corea 2008 65 37,4% 174
Khademvatan, S. Iran 2014 2 1,4% 121
Investigacion actual Peru 2015 46 62,2% 74

En la tabla 4. Se encontr6 que la frecuencia de toxoplasma gondii en la presente
investigacion fue del 62,2%, mientras que para Sharif, M. encontré una
prevalencia del 40,0% en los gatos callejeros, seguido de Kim, HY. Donde hallaron
un 37,4% de sueros positivos para toxoplasma gondii mediantes tres pruebas. Por
otra parte Dabritz, H. encontré que 3(0,9%) muestras de heces de los gatos en la
zona de Morro Bay de California contenian toxoplasma gondii y por ultimo para
Khademvatan, S. hall6 que 2(1,4%) de los gatos tenian toxoplasma gondii (Ver

tabla 4, grafica 4).

Grafico 4. Frecuencia de infeccion por toxoplasma a nivel Internacional.
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4.2. Discusiones de Resultados

La toxoplasmosis es una zoonosis mundial causada por Toxoplasma gondii
(T. gondii), un parasito intracelular que infecta varios tejidos, incluyendo el
musculo esquelético, el intestino y el sistema nervioso, ademas es
considerada como una de las principales causas de aborto, alteracion
neonatal, infertilidad y mortalidad de pacientes inmunosuprimidos. Por otra
parte las especies mas afectadas por este parasito son los ovinos, camélidos
sudamericanos, cerdos, perros y gatos. En el campo de la salud publica, su
importancia radica especialmente en mujeres gestantes, donde puede llegar
a producir abortos o nacimientos de nifios con lesiones oculares o cerebrales.
Por esta razon es que el presente estudio se desarrollé con el objetivo de
determinar la frecuencia de gatos infectados por toxoplasma en tres diferentes
parques de Lima Metropolitana, del mismo modo los resultados de la presente
investigacion son generalizables para la poblacion de estudio (validez interna);
asimismo, los resultados del presente estudio pueden servir de referentes

para otras instituciones similares de nuestro pais (validez externa).

La literatura médica hace referencia que los felinos constituyen un punto clave
en la epidemiologia de la toxoplasmosis por ser los hospederos definitivos del
Toxoplasma gondii, aunque otros animales homeotermos como los humanos
también pueden hospedarlo; es por ello que en el estudio se encontré que el
62.2% de los gatos que habitan en 3 diferentes parques de Lima eran
reactivos a toxoplasma, al ser este resultado comparados con trabajos en el
Pert, se encontr6 que para Aleman, S. @8 cuyo objetivo fue determinar la
presencia de Toxoplasma gondii en gatos domésticos en los distritos de San

Miguel y La Molina, hallo que el 37,0% de los gatos fueron infectados por
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toxoplasma gondii, el cual difiere con lo expuesto, asimismo fue para Rico,
C.,39 el cual Hallaron que el 29,2% eran seropositivos a toxoplasma gondii
oscilando entre 27,3 y el 40% entre diferentes localidades de México, de la
misma manera fue para Cerro, L., donde la frecuencia de anticuerpos
contra Toxoplasma gondii en gatos de Lima Metropolitana, fue del 17,9%. En
cambio para Khademvatan, S.,Y) encontraron que la prevalencia de los gatos
con toxoplasma gondii fue de 1,4% (2/140), ademas se observo que 119 gatos
estaban infectadas con al menos un parasito gastrointestinal (85,0%), como
por ejemplo Joyexxiella spp, Dipylidium caninum, etc. Y para Dabritz, H.,®3)
sostuvieron que solamente 3(0,9%) muestras de heces de los gatos en la zona
de Morro Bay de California contenian toxoplasma gondii, el cual no muestra
gue en esos lugares existe una baja frecuencia de toxoplasma gondii.
Podemos decir que la alta frecuencia de toxoplasma gondii en nuestro pais se
debe a que no existe un adecuado control sanitario en comparacion a otros
paises, ademas podemos encontrar que existen diferentes factores como por
ejemplo condiciones ambientales y habitos culturales en los diferentes paises,

etc.

Por otra parte en otros estudios como Figueiredo, J.,®¥ cuyo objetivo fue
determinar la prevalencia de anticuerpos de toxoplasma gondii en cabras
encontrando una seroprevalencia del 18,4%, para De la Cruz, H.,®® encontré
que el 8,5% de las muestras en la alpacas, presentaban anticuerpos contra el
parasito, y de la misma manera para Saravia, P.,¢") donde se hall6 que el
10,2% del total de llamas hembras adultas presentaron anticuerpos contra el
toxoplasma gondii; posiblemente uno de los principales factores que hayan

influido en la baja prevalencia observada, se deberia a la menor posibilidad
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de contacto, debido a que estos tipos de animales son criados en lugares

alejados del pais.

Finalmente se encontré que el parque Universitario tuvo mayor frecuencia de
gatos reactivos a toxoplasma (76,7%) en comparacion a la Institucion de
Caballeria PNP- POTAO (56,7%) y al parque Kennedy (42,9%), similar
resultado fue para Aleman, S.,®® donde se hall6 que el distrito de san miguel
tuvo una frecuencia de 32,7% en comparacion al distrito de la molina el cual

tuvo una frecuencia de 41,2%.
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4.3. CONCLUSIONES
v La frecuencia de gatos infectados por toxoplasma gondii en tres diferentes
parques de Lima- Metropolitana fue del 62,2% (Parque Universitario,

Institucion de Caballeria PNP-POTAOQO y Parque Kennedy)

v' En la actualidad no existe un control sanitario adecuado de los gatos,
debido a que en el afio 2015 el servicio de parques (Serpar) del Municipio
de Lima ha realizado solamente una jornada de vacunacion y control

sanitario a los gatos que se encuentran en las instalaciones del Parque

Universitario y no en los otros parques.

v Lafrecuencia de infeccion por toxoplasma en gatos del parque Universitario
fue 75,7%; seguido del parque de la Institucion de Caballeria PNP-POTAO

con 56,7% y por ultimo el Parque Kennedy con un 42,9%.
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http://elcomercio.pe/noticias/parque-universitario-80497?ref=nota_lima&ft=contenido
http://elcomercio.pe/noticias/parque-universitario-80497?ref=nota_lima&ft=contenido

4.4. RECOMENDACIONES

v' Realizar otros estudios con este mismo interes o realizar estudios
complementarios para hacer comparaciones y confirmar los resultados

obtenidos.

v Realizar estudios de casos y controles de tal manera que se pueda hallar

los factores que estan inplicados en la transmision de esta enfermedad

v Realizar un estudio explicativo de tal manera que se pueda pronosticar con
mas precision el toxoplasma gondii en esta especie mediante un modelo

logistico.
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ANEXO N° 1:

Autorizacidén de toma de muestras
Aceptacion de procesamiento de muestras
Procesamiento de muestras
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Rimac, 05 de Agosto del 2015

CARTA N° 25 -2015-REGPOL LIMA-UPM/POTAO.

Sefora:
DANA MALU TREJO CORDOVA

Estimada Sefiora:

Tengo el agrado de dirigirme a Usted, con la finalidad de Autorizar a su
persona, integrante de la Escuela Profesional de Tecnologia Médica de la Universidad
Alas Peruanas, para realizar el "ESTUDIO DE TOMA DE MUESTRAS PARA
TOXOPLASMAS", a los gatos que habitan en el interior del Departamento de la Policia
Montada de la Policia Nacional del Peri (POTAQ), para e desamollo de la
investigacion ‘DETERMINACION DE TOXOPLASMAS EN GATOS DE TRES
DIFERENTES PARQUES DE LIMA METROPOLITANA - 2015°

Sin otro particular, hacemos propicia la oportunidad para expresarie los
sentimentos de nuestra especial consideracon.
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 MUN'CIPALIDAD DE MIRAFLORES
SECRETARIA DE ALCALDIA
08 JUL. 2015
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Senor
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CARTA DE AUTORIZACION DE REALIZAR ESTUDIO DE TOMAS DE MUESTRAS

P T S

Lima, 16 de julio del 2015

De: ROBERTO MANNUCCI LANAS
SUB GERENTE DE LIMPIEZA PUBLICA Y AREAS VERDES-MUNICIPALIDAD DISTRITAL DE MIRAFLORES

Asunto: autorizacion de estudio

De mi consideracion:

El que suscribe; Sub gerente de limpieza plblica y areas verdes autoriza DANA MALU
TREJO CORDOVA con documento de identidad 44904511 Bach. De la escuela
profesional de TECNOLOGIA MEDICA de la universidad ALAS PERUANAS a realizar
la toma de muestras de los gatos que habitan dentro del parque Kennedy-distrito de
Miraflores-Lima para el proyecto de tesis: DETERMINACION DE TOXOPLASMAS EN
GATOS DE TRES DIFERENTES PARQUES DE LIMA METROPOLITANA LIMA-2015

Atentamente
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Lima, 07 de octubre del 2015

De: Lic. T.M. WILDER VILLARREAL NIETO

Asunto: procesamiento de muestras de toxoplasmas

De mi consideracion:

El que suscribe; certifica que el procesamiento de tomas de muestras de toxoplasmas
se realizarén en las instalaciones del AREA DE INMUNOLOGIA DEL HOSPITAL
NACIOMNAL DANIEL ALCIDES CARRION. Dichos procedimientos fueron realizados
por la sria. DANA MALU TREJO CORDOVA con documento de identidad 44904511
bach. De la escuela profesional de TECNOLOGIA MEDICA de la universidad ALAS
PERUANAS; para el desarrollo de la investigacion. DETERMINACION DE
TOXOPLASMAS EN GATOS DE TRES DIFERENTES PARQUES DE LIMA
METROPOLITANA LIMA-2015

Atentamente.
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Lugar: PARQUE UNIVERSITARIO fecha: 08-08-2015
Referencia: CERCADO DE LIMA-LIMA responsable: Dana M, Trejo C
Supervisién: WILDER VILLARREAL NIETO

RESULTADOS

Reactivo (R) No reactivo (NR)

NR

NR

» W

OONOO&UN-‘?s

NR

+ ¢

N P S -

ADDDDODD DD AN

NR

!
|
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|

__ ,_.]_,-,.
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%mw 2/2/0 22 000

8l

{
—

RESULTADOS:

TOTAL DE MUESTRAS: 30
NR: 07

R: 23
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DE RE

T

Lugar: INSTITUTO DE CABALLERIA PNP-POTAC fecha: 08-08-2015
responsable: Dana M. Trejo C

Referencia: DISTRITO DE RIMAC- LIMA,

Supervision: WILDER VILLARREAL NIETO

N de | Reactive (R) No reactivo (NR)
muestras
. 1 HR
2 R
[ 3 - MR
4 NR -
|5 NR .
6 e NR
7 R
B R
<] R o
10 & o
B R - MR
1z R_ _ |
13 Rk .
14 R o N .
15 R
16 R 1
17 R |
18 i Lad |
19 o MR |
20 NR
21 R B
22 | R
23 R
24 NR
E-E H‘H |
26 - MR
27 R N
28 R
29 R I
a0 MR
RESULTADOS:
TOTAL DE MUESTRAS: 30
HR: 13
R: 17
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FORMATO DE RESULTADOS DE MUESTRAS FELINOS

Total de muestras: 14

NR: 08
R: 07

Lugar: PARQUE KENNEDY fecha:08-08-2015
Referencia: DISTRITO DE MIRAFLORES responsable: Dana M. Trejo C
Supervision: WILDER VILLARREAL NIETO
RESULTADOS .
N® de Reactivo (R) No reactivo (NR)
muestras
1 NR_
2 NR
3 NR
4 - ]
5 R
6 5 ]
7 R
B R
9 NR
10 NR
11 NR
12 " NR
13 NR
14 & B
RESULTADOS:
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ANEXO N° 2:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DETERMINACION DE TOXOPLASMA EN GATOS DE TRES DIFERENTES PARQUES DE LIMA

METROPOLITANA - LIMA 2015

Cddigo: Fecha: /
1. Edad: afos
2. Sexo: Macho ( ) Hembra ( )

3. Prueba para la deteccién de Toxoplasma

19G:

Reactivo ( ) No Reactivo ( )

IgM:

Reactivo ( ) No Reactivo ( )
4. Toxoplasma

Si() No ()
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ANEXO N° 3:

PANEL FOTOGRAFICO PARQUE UNIVERSITARIO

Fotografia 01: toma de muestras

Fotografia 02: toma de muestras
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PANEL FOTOGRAFICO PARQUE KENNEDY

Fotografia 01: imagen panoramica de parque Kennedy

Fotografia 02: toma de muestras
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Fotografia 04: toma de muestras

PANEL FOTOGRAFICO CENTRO DE ESPARCIMIENTO EL POTAO

/4%

T :
ol S DEEN {8
\\ UNIDAD HISTORICA /

| B

Fotografia 02: toma de muestras
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Fotografia 03: toma de muestras

Fotografia 04: vista panoramica el potao
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Fotografia 03: toma de muestras
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PANEL FOTOGRAFICO PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Fotografia 01: Campo de Trabajo y Materiales

Fotografia 02: Descongelar las muestra.
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Fotografia 03: Pocillo de recepcién de muestras

Fotografia 04: Procesamiento de la Muestra
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Fotografia 05: Pocillo con las muestras

Fotografia 06: Resultados finales

63



Anexo: 03 inserto de toxotest
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Toxotest

HAI

Prueha de hemaglutinacion indirecta (HAI para la
deteccitn de anticuerpos contra ol Toxoplasma gondii

SIGNIFICACION CLINICA

La ioxaplasmasis e una enfermedad infecciosa general-
menbs benigna y ssinomdtica del hambne y de los anirales,
cuyo agenie efoldgion et & Toroplasma pondil, pardsiio
iniracedular obligado de distribucion mundial.

Cuanda la infeccidn por T. gondii s& adquiere durani= la
gEslacidn, extle un allo riesgo de infectdn en &l fedo,
pudiends provocar abamos o lesionss graves. que son Mas
SEveras cuanbd mas precor 223 la conlaminacion malsma.
Lo dederminacionss seralbgicas son las mis convenienies
y cerlerds para o diagroshicn de la baxoplasmosis y debe
establscarse: a) |a seroconversion de negalivo a poasilivo,
b un aumenta & el tiluko de anouerpos y ) la presencia
di Igh especifica que indicaria infeccidn activa.

FUNDAMENTOS DEL METODOD

Toxotest HAI s& basa en la propiedad que lienen los anti-
Euerpos anlisT, gondi de producir aglutinadan en presencia
de ghibulos rojos ssnsibilizades con antigenos ciloplas-
mialicos y de membrana del pardsito. El empleo de ambos
lipos de anligenos inaementa |3 sersibiidad del mélode
permiliendo la delecotn precor de k& infeccion. Tanbo la
presencia de anlicusrpos heterdfilos como |a aparnicion de
lgM, caracteristicas del periode agudn de | parasitosis, se
ivesSgan smpleanda tralamisno con Zemercaptoelanol (2«
MIE) y erilracilos no sensibilizados para contral y absarcion
e e Erfilica.

Los anlicuerpos heterdfilos se absorben con erilrocitos no
sensibiizados. En los sueros de pacientes con mfeccian
aguda ratados oon 2-ME, 22 observa una caida dd Hulo
&n por o menos dos diluciones comparados con los mismos
ElesroE sin iralar con 2-ME.

REACTIVIOS PROVISTOS

Reconstifuyents HAL: solucitn feiolégica lamponada a
7.

f.:!:hlrlu HaAL lipfilizada de ghdbulos rojos de carnem Sen.

sibilirados con anligenos dloplasmélicos y de superficie

de T. gardii.

GR no sensibilizados: suspensitn al 1% de erbrociios

de carners no sarsibilizados, para corinal y absorcidn de

hederoflia.

Buffer HAl: solucidn fisichdgica iamponada con fosfaios a

pH 7.5, con coloranbe inere.

Solucidon Profeica: Salucidn de albiminag bovina.

HMercaptoetanol: ampalla conferiendo 2-mercapioetancl

[2-ME].

Control Positives suero inachivado comerienda anicuemos

conlra & Toxaplasma gandi.
Control Megative: swsra na reactive, inactivads.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Salucidn fisickagica.

INETRUCCIONES PARA SU USD

Antigeno HAL preparar con 5,2 mil de Reconstituyents HAL
Esperar una hora arfes de usar agitando enérgicamenbs
eada 20 minutos para panmilic una correcta rehidratacitn ded
reaclive. Cada vez que se emplea hamogensizar medianke

apilacin. i ) )
GR no sensibilizados: homogenarar medianie agitacidn
anbes de usar, evitando I& formacidn de espuma.
Diluyente de Sweros HAL agregar 0.2 mil de Solucion
Proleica cada 10 mi de Buffer HAL Mezclar, rotular y fechar,
2-Merc : UnA ver abierta k& ampolla, irasyvasar &
contenida al frasco vacio provisio, & que s deberd fapar
inmediatamenie despeds g usar.

ZeMercapiostancl al 1%: con &l 2-ME provisio, preparar
una dilucitn 1100 cen solucitn fisicldgica en canlidad
suficients de acuerdo al numero de pocillos que se utilicen.
Epemplo: para 86 pocillas: 25 ul de 2.-ME en 2,5 ml de So=
lucitn feiclag

Controles Positivo y Megative: stos para usar.

PRECAUCIONES

-« Tadas ks mussiras de paciesies deben manipukarse sama
si fusran canacss de rarmmilin infecssn Los conlroles se
encuenlran inaclivades. Sin embarga, deben empleanss
Ebeno s se Talara de material nfectiva.

= Las suered contrales han sido exammnados para H‘llp!r'lﬁ
e superficie de hepalilis B (HBsAg) v virus de inmunodes
fitieria humana (HIV) enconlrndase o reactivos.

= Todas ks I'rﬂ&rﬂll‘.‘ﬁ-ﬂ'rqtﬂtﬂ-tﬂ &l E-rﬂ-:ﬂ'yﬂ--lhbﬂ'l Lo
desiruidas a fin de asegurar la inactivacion de agenies pa-
lagents. El mélodt recomendade para asle Mierta
e aulpclavar durante 1 hera a 121°C. Los liguidos de
tesecho pueden ser desirfectados ton hisedoritn de sodia
jeancentacian final 5%) duranie per o menes 60 mindbos.

» Mo infercambiar reactivas de distinkos equipas v loles.

= M emplear reacivas de olra onigen.

= Las reaclivos son para wsa dagnistico "in vilre™.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: oon estables &=n refigerador (2.
10°C) hasta k& fecha de vencimienbo indicada en ka caja.
Mo corgedar.

ATROIRS ) . E
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Diluyente de Sueros HAL es estable en refrigeradar (2.
10FC) 6 dias & partir de |a fecha de su preparacion.

GR no sensibilizados: mantener n posicadn verlical.
ZMercaptoetanol al 1%: usar inediatamente después
de preparado.

Antigeno HAL: una vez reconsliluido e estable duranie 4
meses conservada en refrigerador {2-10°C). Na congelar.
Whanterer en pasician vertical,

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuandn el Control Megative y todas las diluciones de sueros
son reactias, puede ser indicn de autaagluinacitn del An-
ligera HAL Verificar destinanda un pocillo de la poboubeta
para mezdar Antigene HAI y Diuyenle de Susras HAL sin
la mueslra. Si aun en esle caso se observa aglutinacion, &
reaciva estard deleriorada. Desechar.

La susencia de reactividad en odas las diuciones de sue-
ras y Conirel Posilive, pusde ser indicio de deteriara de los
reacivos. Procesar und muesing con podiividad canocida.

MUESTRA
SuErn

a) Recabeccion: o pacisme debe estar prefereniements an
HjLﬂH.mHH!LEMdEhmummMﬁm
b Aditivos: no Se reguisnen. No Agregar consenadonss,
I‘.'I Sustancias interferentes conocidas: hemdliEs a fi-
peslipemia (con quilomicranemia) son causa de resullados
BrTdrepE,

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamienta: &l
Suend debe ey mmm.Eﬂﬂﬂd&ﬁbpﬂ-
cesarss &n &l momerio, pusde ConMeErvarse en I'lEfl'ilFl‘ﬁltll'
{2-10PC) durarie no mas de T2.00 horss contadas a parti
el mornenlo de la extraccion. Para periodos mas pralons
pados de conservacion, congelar (4 -20°C) evitande reilerar
dezcongekamientas y congelarmienics.
memmupﬁjmueﬂtnagﬁm al caracta on
& 2.ME, provocando resultados falsas posilivos.

MATERIAL REQUERIDO

1= Provisto

- 1 Frasen vacio (para trasvasar el 2.ME de la ampolla)

- & policubetas con 86 podllos de fonda en U (B hileras y
12 ealumnas)

- espalulas-goters plasticas destartables

2. No provisto

- microdiulones (25 ul)

- microgoberas (25 ul

- tubos de ensayo y material valemétrico adecuada

- cinla adbesiva

PROCEDIMIENTO
Selectionar una policubeta con peills sin usar de fordo
&n L. Pasar un bapo himeda por ka base de la poicubeta
anbes de vsar, colocarla en forma apaisada sobre ol frapo
y reakizar el ensaye manieniéndoka en esla posicion, ver
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

= TITULACION SN 2-ME
1) Con mcrogalens de 25 ul, colocar una gala de
Dilurpants de Susros HAL &n lodos los pocllos & usar
de la palicubsata.
2) Tormar una slicuola de cada guerg o conlroles a
ermayar con microdilutones de 25 ol (uno para cada
rueslra) ¢ colocar en lag pocllos de ka colnna 1. Se
ulilizardn lantas hileras horivontales como SusroE o
cartrales deban procesarss.
3) Realizar dilvcones a parss de la colurna 1 (diu-
dan 12), pazando |0z microdilubares a la columna 2
(dilucian 1/4) y asi sucasivamenls hatla la columna 8
(diucian 1/54).
5i se procesaran més de 8 sueros, 2e uliizardn las
calurmas 7 a 12, realizanda las dilucionss de la manera
arfes descripta.
4} Colocar en las columnas 1y 2 {dilucionas 142 y 1M)
ura gota (25 ul) de GR no sensibilizados, para conbral
de helerofiia. Hacer lo mismao en las columnas 7y B
& caso de ser erpleadas.
5) En &l resio de los pocillos, agregar una gata (28 wl)
de Antigens Hal
i) Agitar la policubela golpeanda con kot dedos en las
paredes |sterakes, durante 30 segundas por lo menos.
T) Dejar en reposo, 8 resguardo de vbraciones, du-
ranbe B0 minulos.
8} A partir de los 80 miEnubos, ks
Se pusde sumertar ka nilidez de la imagen, Eyando
sabre un espej, iluminanda la placa desde arrba &
inierponiendo un papel blanco y raskicida enire la
policubeta y i fusnte de juz.

Il= TITULACION COM 2-ME
1) Calocar una gota de swerd o conbroles en cada uno
de los poclles d2 ka calumna 1 {y 7 & &5 necesand),
empleando espdlulas-golera descariables (una por
cada suern) &n posicion vertical
2) Agregar una gola de 2-Mercaptoetana al 1% a
las mismos pocilios, ulilizando una espatuls-golern
descatable.
) Sedlar los peciles con drta adbesia y agilar lapolicu-
beta golpeando con los dedos en las paredes ilerales.
4] Incubar 3060 mirubas & 370 o B0 minulos 3 e
peratura ambienie.
5} Foastirar la cinta adhesiva, pasar unirapo homedo porla
base de kb policubeta v con micogolend da 25 ul, eolocar
ura gala de Diluyente de Sweero HAL en oz pocllos
reslanies de las hileras uliizadas.
i) Realizar los pasos 3 al 8 descriplos en la Tiulacidn |

= TECHICAS ALTERMATIVAS

Cuando se estudfan sueros alaments reactivos a en
casa de poblacionss con una elevada prevalencia de
toxaplasmosis donde habiualmente se encwentran
tilulos superiores a 1732 pusden emphearse algunas
de lag siguieres ibcrecas Alernativas:

Técnica aRernativa 1:

Contiruar con las dilucionses hiasta ka oolumna 12 indue
Eive can ko gue s& abliene ura dilucidn final de 104 098,

ATEI00R S ) . DE
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Técnica alternativa 2:
Colocar en un ubo “ad-hoe™ 50 ul de suers y 350 ul
de Dilyenle de Sueros HAI (dilucidn 1/B). Tomar
25 ul de esta dilucion y colocara en ka columna 1 de
la policubeta. Proseguir segan se desaibe en |, hasta
la columrma B. De esta forma se obtiens ura dilucion
final de 1/512.

W= AREORCION SOEBRE GLOBULOS ROJOS KD

SENSIBILIZADOE

En sueros que preserten belerofila los articuerpas
helerdfilos pusden sheorberse sobra GR no sangibiliz s
das die ks siguienle farma: en un iubo de hemalisis con
tapdn calocar 50 ul de GR no saraibElizados proistas «
&0 ul de suere en ensayo. Dejar la suspension durants
30 minulos & 370 agitanda de tanlo en tanta. Luege
cenirifugar a 2.000 rpom. duranie § minuios. Del so-
brenadanie te loman 50 u y e emplea coma dilueion
142, colocdndala &n la primera columna. S s& emples
en hitulacién con 2-ME esta columna cormespande a
cillLicidin 14,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Titulacitn sin 2-ME

Titulos = 16 significan mayer probabidad de infescon (ox-
plisrnica, A fin de delerminar Lma pimoniecstn recients
deben procEsarss 2 muetiras bmadas con un intervalo de
Mmfﬂ.miuﬁ!ﬂlﬂﬁ!“mmmd&zﬁﬂfﬂ
enire k1% y 2% muesira indican infeccitn recientements
adquirida.

Titulacian con 2-ME

La aparicin de tiuios bajos en la lilikscitn sn 2ME y reach
vidid con glébulas rojos g sensibikzados que desaparecs al
efeciuar |a lilkacian con 2-ME ya absorcion con GR no sene
sitilizadas, serian indicativos de |a existentia de heterofia.
Par el candrario, litulas sevadas sin & empleo de 2-ME que
disminuyen considerablements s wilizar 2ME indicarian
la presencia de lgM, caracleristica de infeccitn aguda. Loz
toniroles de heterafilia en este caso deben dar reaceion
rapﬁuaenzl:mmﬂnluumahmﬂnmnmm
sensivilizadas.

IMAGEMN MEGATIW
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(1) Mearto.
(2) Punta final (50%).

Mo Reactivo: pressnda de un sadimenio sn forma de boban
o pequefo anills de bordes regulares.

Reactivo: farmacidn de una pelicua o manio que cubre &
B0% o mas del fonda de los pocilios.

VAL ORES DE REFERENCIA

Dentro de las ibcnicas inmuncldgicas, la HAL es cnsidersda
un médoda confiable para la deberminacitn de anlicusmos
sapecificas. No obetanle, sus resullados, al igual que los
e cuakquier mélodo serologico, sblo constilyen un daio
auxiiar para &l Sagnistics.

Es par esta razon gue |os informes deben ser considerados
&n brminas de probabilidad. En este caso, mayor & menor
probabilidad de parasitosis por T, gondii,

Se consideran presumiblemente parasitados aquelos indi-
viduos ELyas susnas son reaclives en diluciones mayones o
iquales a 1/16.

Se debe hener &n cusnta que | conaeniracibn de anScusrpos
&n guero varia en distintas poblacionss, razén por |a cual ex
posibile enconirar sueres reacivos correspandientes a indivie
duos No parasitacas. Por esks rAzon &5 Neossana delerminar
las valores de referencia de ka pablatidn en eshudio.

LIMITACIONES DE PROCEIMIENTD

Wer Suslancias inlederentes conodadas en MUESTRA.

Ofras causas de resultados ermbdneos son:

= Falta de acondigonamiento previo de |a palicubsia. Para
efiminar |a carga elecirostilica es necesarno pasar un rapo
hienedo por k& base (ver PROCEDIMIENTO).

= Falta d& homogensiracion de los reaclivos ames de su usa.

= Deficiendas de merdada.

« Vibraciones accidentales durante o repose necesarno para
&l desarrallo de k& resoctn

= Bueros ervejecidos o congelados y descongelados repe-
Sdarnenie.

= Contaminacionas accidentales de log reactives o dal ma-
terial empleado en &l ensaya.

= Policubetas rayadas por wto reiterado. Mo se acorssja
reutilizar potilos.

= Diluyenie de Sweros HAI cormarvads mas de 5 dias.

= Excesa o defecio de Diuyente de Susras HAI en las pocillos
de la palicubeias.

= Mo respetar |os liempos y lemperaturas de incubacion en
&l {ratamiants con 2-ME al 1%.

= Z-Mercapiostanal al 1% no preparade en & momenta.
Debe lenerse en cusnta que en esbe lipo de irfectiones
k& titulaciones aitladas provesn escasa informacian par
o que se prefiers efeduar deleminatines seriadas cada
1520 diias que permilan chservar las variaciones en los
titubas, Para este procedimienta es conveniens consenar
congeladas slicuotas de s muesiras de distintos dias y
procesartas simulléneaments con los mismos reacivas y
&l mizmno pperador.

Recordar que cada companente de Toxotest HAT farma un

equipo completo que debe corsiderarse como unidad. Por

este malive no deben inbercambianse los componenies de

distirios equipes.

PRESENTACIOM
= 0 delerminadciones (Cod. 1743201

ATRRI0E S B . LE

68



BIBLIOGRAFIA

- Gomez Lus, R. y Benilo Ruesca, . « Medicing 33.2% sarie
- . 1.450 (1884).

- Jacabe, L; Linde, MN. - J. Parasital. 43:308, {1057).

EXPFLICACIIN DE LOS SIMBOLOE

[Antigeno [ war |

Antigena HAl Buler HAl

| Reconstiuy. | Hal | | GR | no sensib. |
Reconstifuyenie Hal GR no sensiblizados
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo: “DETERMINACION DE TOXOPLASMA EN GATOS DE TRES DIFERENTES PARQUES DE LIMA METROPOLITANA — LIMA 2015”

diferentes parques de Lima
Metropolitana — Lima 2015
dependiendo del lugar de
procedencia de las muestras
obtenidas?

de tres diferentes parques
de Lima Metropolitana —
Lima 2015 dependiendo
del lugar de procedencia
de las muestras obtenidas.

PROBLEMA DE OBJETIVOS DE LA | VARIABLES DE ESTUDIO | DIMENSIONES E | INSTRUMENTO METODOLOGIA
INVESTIGACION INVESTIGACION INDICADORES DE MEDICION
PROBLEMA GENERAL: OBJETIVO GENERAL VARIABLE PRINCIPAL: DISENO DE ESTUDIO:
¢Cuanto es la frecuencia de | Determinar la frecuencia | Toxoplasma ePositivo De tipo descriptivo transversal.
infeccion por toxoplasma en | ge toxoplasma en gatos de o Negativo .,
gatOS de 3 diferentes 3 diferentes parques de PObIaClOn:
parques de Lima | |ima metropolitana — Lima Todos los gatos que habitan
Metropolitana — Lima 2015? | 2015 en los 3 diferentes parques de
Lima Metropolitana — Lima
PROBLEMAS OBJETIVOS 2015 Miraflores — (N = 507)
ESPECIFICOS: ESPECIFICOS VARIABLES ELISA
_ | Determinar si en la | SECUNDARIAS: Muestra:
(‘,EX|Ste un control Sanitario actualidad existe un -
adecuado de la Salubridad | control Sanitario adecuado | Edad Tiempo de vida dl gato La muestra esa conformada
en dichos parques en la | de |os gatos que habitan por 74 gatos. Distribuidos en
actualidad? dichos parques. los tres parques de Lima. Se
Determinar cuanto es la empled el muestreo
¢Cuanta es la infeccion de | frecuencia de  infeccion e Hembra probabilistico por aleatorio
toxoplasma en gatos de 3 | por toxoplasma en gatos Sexo o Macho simple.
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