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RESUMEN

Revision bibliografica narrativa: Evaluacion de las caracteristicas del rendimiento analitico
de los kits de PCR en tiempo real para diagnostico de Toxoplasmosis congénita en los

Gltimos 10 afos.

Introduccién: En mujeres embarazadas la infeccion por Toxoplasma gondii puede dar
lugar a la toxoplasmosis congénita. En la actualidad, el diagnostico molecular de esta
parasitosis se ha convertido en el estdndar de oro que esta reemplazando a las técnicas
serolégicas, cuya eficacia presenta una serie de limitaciones. El estudio del nivel de
sensibilidad y especificidad analiticas de los kits utilizados en el diagnéstico molecular de
esta parasitosis es fundamental para la implementacion de nuevos protocolos de deteccion

prenatal de toxoplasmosis congénita en el pais.

Metodologia: Se realiz6 una revisibn bibliografica narrativa de tipo descriptivo vy
retrospectivo sobre las caracteristicas del rendimiento analitico de los kits comerciales de
RT-PCR para el diagnéstico de toxoplasmosis congénita en los Ultimos 10 afios a nivel
mundial. Para la recopilacion de los articulos cientificos se realizé la busqueda en bases
de datos y repositorios. Los articulos fueron seleccionados a través de los criterios de
STROBE. Con la informacion seleccionada se realizaron tablas comparativas de las

caracteristicas de rendimiento analitico de tres kits.

Resultados: Del andlisis de los seis articulos seleccionados se obtuvieron tres kits
comerciales ampliamente utilizados en el diagnéstico de Toxoplasmosis Congénita por RT-
PCR, basados en la amplificacion de los genes REP-529 y RE. Los kits Toxoplasma g.
ELITe MGB®, Bio-Evolution y LightMix® se caracterizaron por presentar niveles elevados
de sensibilidad y especificidad analiticas, con escasa variabilidad entre ellos. Cada kit
posee métodos de procesamiento especificos. El kit cualitativo ELITe MGB® contiene N-
uracil glicosidasa termolabil que evita la contaminacion por arrastre de ADN, y ofrece una
Méster Mix lista para su uso; el kit Bio-Evolution permite el uso de una amplia variedad de
kits de extraccion de ADN y ademds emite resultados tanto cualitativos como cuantitativos;
mientras el kit LightMix® es un ensayo de tipo cualitativo, cuyos reactivos deben ser
reconstituidos, incrementando el tiempo de preparacion de la muestra y los errores de

pipeteo.



Conclusién: En base al analisis comparativo de los articulos seleccionados, se concluyé
que el kit Toxoplasma g. ELITe MGB® es el mas sensible, especifico y accesible, por lo

que se considera el kit mas adecuado para su aplicacion en Ecuador.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis congénita, RT-PCR, diagndstico

molecular T. gondii.



ABSTRACT

Narrative literature review: Evaluation of the analytical performance characteristics of real-
time PCR kits for the diagnosis of congenital Toxoplasmosis in the last 10 years.

Introduction: In pregnant women, Toxoplasma gondii infection can lead to congenital
toxoplasmosis. Currently, the molecular diagnosis of this parasitosis has become the gold
standard that is replacing serological techniques, whose effectiveness has several
limitations. The study of the level of analytical sensitivity and specificity of the kits for the
molecular diagnosis of this parasitosis is essential for the implementation of new protocols

for prenatal detection of congenital toxoplasmaosis in the country.

Methodology: A descriptive and retrospective narrative bibliographic review was carried
out based on the characteristics of the analytical performance of commercial RT-PCR Kkits
for the diagnosis of congenital toxoplasmosis in the last 10 years worldwide. For the
collection of scientific articles, a search was carried out in databases and repositories. The
articles were selected through the STROBE criteria. With the selected information,
comparative tables of the analytical performance characteristics of the selected kits were

made.

Results: From the analysis of the six selected articles, three commercial kits widely used
in the diagnosis of Congenital Toxoplasmosis by RT-PCR, based on the amplification of the
REP-529 and RE genes, were obtained. The Toxoplasma g. ELITe MGB®, Bio-Evolution
and LightMix® were characterized by high levels of analytical sensitivity and specificity, with
little variability between them. Each kit has specific processing methods. The ELITe MGB®
qualitative kit contains thermolabile N-uracil glycosidase that prevents contamination by
DNA carryover and offers a ready-to-use Master Mix; the Bio-Evolution kit allows the use
of a wide variety of DNA extraction kits and provides both qualitative and quantitative
results. Finally, the LightMix® kit is a qualitative assay, whose reagents must be

reconstituted, increasing sample preparation time and pipetting errors.
Conclusion: Based on the comparative analysis of the selected articles, it was concluded

that the Toxoplasma g. ELITe MGB® is the most sensitive, specific, and accessible, which

is why it is considered the most suitable kit for its application in Ecuador.
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1. INTRODUCCION

El Toxoplasma gondii (T. gondii) es un protozoo tisular e intracelular obligatorio de
distribucién cosmopolita, miembro del grupo de parésitos coccidios formadores de quistes
tisulares, conocido por ser el agente causal de la toxoplasmosis en una gran variedad de
animales de sangre caliente incluido el ser humano (Cofre et al., 2016). EI T. gondii, como
todos los miembros del Phylum Apicomplexa, se caracteriza por presentar un ciclo de vida
complejo que da lugar a varias formas de diferenciacion celular llamadas: ooquiste,
taquizoito, bradizoito, esporozoito y quiste tisular, las cuales son de mucha importancia en

la transmisién de la enfermedad (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2020).

Los huéspedes definitivos pertenecen a la familia Felidae en la que se encuentra el
gato doméstico, el cual elimina en las heces los ooquistes no esporulados, los cuales
esporulan entre 1 a 5 dias posteriores para ser infecciosos. La infeccion en el humano
ocurre por la ingesta de alimentos con ooquistes que se transforman en taquizoitos, y
pueden ser localizados en el tejido nervioso y en los musculos para convertirse en
bradizoitos de quiste tisular. Los gatos contraen la infeccion cuando consumen los
huéspedes intermediarios, tales como pajaros y roedores que ingieren arena, agua o algun
tipo de vegetal contaminado con los ooquistes, pero también se puede infectar al consumir
de manera directa los ooquistes esporulados o transfusiones sanguineas, trasplantes de

organos y por via transplacentaria (CDC, 2020).

La toxoplasmosis es una enfermedad zoonética provocada por la infeccion por T.
gondii. En mujeres embarazadas la infeccion ocurre por transmision vertical donde T.
gondii atraviesa la barrera transplacentaria e infecta al feto, ocasionando la toxoplasmosis
congénita (TC), caracterizada por comprometer al sistema nervioso central (SNC), producir
enfermedad generalizada con secuelas no modificables por el tratamiento (Pomares y
Montoya, 2016). Se estima que la TC tiene una incidencia de 1,5 casos por cada mil

nacidos vivos (Méndez et al., 2021).

La TC es consecuencia de una infeccion primaria intragestacional aguda. La
patogenicidad de la TC depende del periodo de embarazo de la infeccion materna, de la
gravedad de la infeccion intrauterina, del tratamiento materno y de la virulencia del parasito
actuante (Carral etal., 2018). Si la infeccién ocurre durante el primer trimestre la
toxoplasmosis es mas grave que si esta se produce en el tercer trimestre. La gran mayoria

de nacidos vivos no presentan ningun sintoma al nacer, sino que desarrollan sintomas

1



tales como perdida de la vista (el mas comun), hidrocefalia, retinocoroiditis, pérdida
auditiva o discapacidad intelectual a lo largo de los afios. En raras ocasiones se produce

incluso la muerte (Méndez et al., 2021).

El diagnéstico de TC se realiza mediante informacion clinica asociada a pruebas
serolégicas 0 moleculares. El método mas utilizado para el diagnostico es la deteccion
serolégica; mediante este método se llega a detectar anticuerpos de T. gondii de tipo IgG,
IgM e IgA. El diagnoéstico se obtiene mediante la combinacion de los resultados de
anticuerpos de T. gondii (Pomares y Montoya, 2016). Para la interpretacion de resultados
es importante considerar los valores de los anticuerpos antes mencionados. IgG es positiva
en la primera-segunda semana post-infeccion, se eleva en la semana sexta-octava y se
detecta durante toda la vida. La presencia de IgM en cualquier paciente indica exposicion
a T. gondii. Con respecto a la IgM, esta se encuentra positiva en la primera semana post-
infeccién, alcanza su pico mas alto al mes y empieza a descender a los dos o tres meses.
La expresion de IgA es muy parecida a la IgM y puede detectarse hasta después de un
afio (Gréfico 1). Las IgA e IgM son las méas usadas para informacion que para el area de
diagnéstico (Baquero-Artigao et al., 2012).



Gréfico 1.

Interpretacién de Inmunoglobulinas
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- IgG: 1a 2 semanas aparece, semana b a 8 incrementa y a lo largo de la vida persiste.
* IgM: se eleva en la semana 1 y descienden en las semanas 2 o 3, persiste por varios afios.

+ IgA: se eleva en la semana 1 y descienden en las semanas 2 o 3 y persiste hasta el afo.
+ IgE: se eleva en los primeros meses y desciende a los 4 meses.

Fuente: Investigacion.
Autores: S. Molinay M.I. Vaca
Adaptado de: Guia de la sociedad Espafiola de Infectologia Pediatrica para el diagnéstico y

tratamiento de la toxoplasmosis congénita, Baquero-Artigao et al., 2012.

El Ministerio de salud publica (MSP) del Ecuador, en la guia de practica clinica indica
la realizacion de pruebas inmunolégicas para la identificacion de toxoplasmosis, rubéola,
citomegalovirus, herpes simple y VIH (TORCH) a todas las mujeres embarazadas con la
finalidad de identificar de manera precoz la presencia de estos procesos infecciosos. El
diagnostico serolégico de toxoplasmosis se realiza en el primer control y en el tercer

trimestre de embarazo como se detalla en el Gréfico 2 (MSP, 2019).



Gréfico 2.

Algoritmo de diagnéstico seroldgico

Diagnéstico serolégico de
toxoplasmosis
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Sin infeccion Probabilidad de Repetir IgM e 1gG repetr la prueba
reciente infeccion reciente en 15 dias

Fuente: Investigacion.
Autores: S. Molinay M.I. Vaca
Adaptado de: Guia de practica clinica, por MSP, 2019.

Las pruebas serolégicas han sido de gran ayuda para el diagndstico de toxoplasmosis,
pero la interpretacion de estas pruebas resultd ser compleja, en cuanto al diagndstico de
TC, ya que para emitir resultados se debe tener en cuenta si la infeccién es reciente o
pasada para determinar el tipo de inmunoglobulina que se debe analizar. Para solventar
este problema se han introducido las pruebas moleculares, las cuales tienen la ventaja de
detectar directamente al parasito a través de la identificacion de su ADN mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Baquero-Artigao et al., 2012). Esta
técnica permite amplificar las secuencias de ADN, esto ha fomentado la investigacién en
varios campos de la biologia molecular, cuyo genoma en su mayor parte ha sido
identificado, permitiendo discriminar las secuencias repetitivas conservadas especificas de
T. gondii, teniendo en cuenta los segmentos diana para identificar el fragmento que se
desea detectar , cuyo hallazgo en la muestra del paciente es indicativa de infeccion; por lo

gue es importante tener el conocimiento gendmico del parasito (Kralik y Ricchi, 2017).



El genoma de T. gondii tiene un tamafio estimado de 65 MB y un nimero aproximado
de 14 cromosomas (Lorenzi et al., 2016). Su secuencia genémica se caracteriza por la
presencia de una serie de dominios no identificados por ser repetitivos y/o no clonables, lo
cual no permite que se dé un ensamblaje ininterrumpido. Al producirse un ensamblaje
interrumpido, las regiones repetitivas son capaces de tener genes codificantes de
proteinas, los cuales aln se desconocen. Se han desarrollado nuevas tecnologias que han
dado paso a un mejor entendimiento del genoma al enfocarse en una sola molécula de

secuenciacion (Xia et al., 2021).

El empleo de pruebas moleculares basadas en métodos de amplificacion de ADN
permite identificar el T. gondii. La prueba de PCR en tiempo real (RT-PCR) ofrece un
diagnadstico rapido y efectivo de la TC en mujeres embarazadas por su alta sensibilidad
(Robert-Gangneux et al.,, 2017). La RT-PCR emite un diagnéstico de toxoplasmosis
basado en la amplificacion de las secuencias genéticas de T. gondii SAG1, SAG2, SAG3,
SAG4, B1, REP-529, P30, GRA4, GRA6 y GRA7; siendo los genes REP-529 y el gen B1
aquellos con una mayor sensibilidad y especificidad diagnéstica (Rahimi Esboei et al.,
2022). Pomares y colaboradores reportaron, en el afio 2020, que el gen REP-529 es mas

sensible que los otros genes debido a que es un gen repetitivo (Pomares et al., 2020).

Los kits comerciales de RT-PCR, presentan diferentes caracteristicas de desempefio
analitico para la deteccién de T. gondii, las mismas que dependen del fabricante y sirven
para validar cada una de las técnicas (Sterkers et al., 2010), dando lugar a un nuevo campo
de estudio con buenas perspectivas de normalizacion y utilizacién de rutina de estos kits
para el tamizaje y diagnéstico precoz de TC, por la elevada sensibilidad analitica,

especificidad analitica y facilidad de ejecucion de la prueba.

Estas caracteristicas de rendimiento analitico son indispensables para emitir una
valoracion precisa y fiable; con pardmetros importantes como la sensibilidad y la

especificidad analiticas, que sirven para evaluar el desempefio de la prueba diagndstica.

Por lo tanto, la eficiencia diagnoéstica esta asociada al rendimiento analitico y a otros
aspectos como el tiempo de respuesta de la prueba y la facilidad de ejecucion, lo cual ha
propuesto un diagndstico a tiempo y un tratamiento seguro, favoreciendo la identificacién
precoz del parasito minimizando o incluso evitando dafios graves e irreversibles al feto en

desarrollo.



1.1. Justificacion

Entre el 25 al 30 % de la poblacién de paises en vias de desarrollo y desarrollados
puede padecer la infeccién por T. gondii (Chegeni et al., 2019). La infeccién es prevenible
con los programas de control durante el embarazo y sus secuelas se pueden evitar o
aminorar con el tratamiento adecuado. A pesar de la importancia de esta parasitosis en la
gestante, en el Ecuador no hay datos estadisticos oficiales actualizados que establezcan
un perfil epidemioldgico de la enfermedad, solo se cuenta con datos inconsistentes de

pocas investigaciones con poblacion muy limitada (Sanchez et al., 2020).

T. gondii es un protozoo que mediante la transmision vertical puede causar dafos al
feto, perjudicando el desarrollo intrauterino y aumentando la probabilidad de aborto
espontaneo, malformaciones fetales o nacimientos prematuros (Macedo-da-Silva et al.,
2020). En México se ha realizado una encuesta Nacional Seroepidemioldgica en la que se
concluye que existe un 65% de gestantes que pueden adquirir la infeccién por T. gondii y
transmitir al feto, por lo que se constituye en un verdadero problema de salud publica
(Pérez, 2015).

Tradicionalmente, para el diagnostico de TC se usan técnicas de enzimoinmunoensayo
(EIA), que se basan en la cuantificacion de anticuerpos anti-toxoplasma. En el Ecuador, el
MSP recomienda realizar el panel de TORCH a mujeres embarazadas, mediante pruebas
seroldgicas (Ministerio de Salud publica del Ecuador [MSP], 2015). El diagnéstico
seroldgico de T. gondii en mujeres embarazadas se basa en la aplicacion del algoritmo
diagnostico presentado en el gréfico 2, que se basa en la investigacion de las
inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE especificas en sangre. Las IgM, IgA e IgE no
atraviesan la placenta, su deteccién indica produccion fetal y se las utiliza como

marcadores seroldgicos de infeccion congénita (Carral et al., 2018)

El diagnostico serolégico da lugar a obtener resultados equivocos por el tiempo
transcurrido de la infeccion y los procedimientos que se debe llevar a cabo para realizar
estas pruebas lo cual limita la reproducibilidad de los resultados obtenidos (Carral et al.,
2018). Estas deficiencias producen una pérdida de tiempo en el establecimiento del
diagnostico definitivo dando lugar a retrasos significativos en la toma de decisiones y
medidas adecuadas para evitar o disminuir las consecuencias graves y permanentes que

el toxoplasma puede producir en el feto en desarrollo (Bin y Almushait, 2012) (Matas, s. f.).



El aislamiento de T. gondii es una importante herramienta para el diagnéstico de la TC;
mas del 10% de los pacientes con marcadores serolégicos negativos son diagnosticados
mediante este método (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Por esta razén, para tener un
diagnéstico temprano que sea sensible y especifico, varios estudios se han centrado en el
uso de técnicas moleculares de identificacion de secuencias especificas del genoma del
parasito tales como RT-PCR. Existen en la actualidad algunos kits ya disponibles en el
mercado que son aplicados en el diagnéstico de TC de manera rutinaria en diferentes
paises del mundo (Ammar et al., 2020) (Morelle et al., 2012) . Es asi como en esta Ultima
década se ha observado un incremento en el nimero de ensayos moleculares para la
identificacion tanto cualitativa como cuantitativa del T. gondii, muchos de los cuales son
comercializados y utilizados en el Laboratorio Clinico.

La técnica RT-PCR ayuda a detectar directamente al T. gondii tanto en la madre como
en el feto. Algunos estudios se han centrado en el gen B1 y el REP-529 como secuencias
fundamentales para el diagnéstico de toxoplasmosis (Robert-Gangneux et al., 2017).
Estudios donde se han comparado estas dos amplificaciones usando baja cantidad de
ADN de T. gondii han demostrado que el REP-529 incrementa la sensibilidad del ensayo
(Edvinsson et al., 2006). Ciertos estudios han demostrado que el usé del REP-529 es mas
sensible para muestras biolégicas como liquido amniético, placenta y liquido

cerebroespinal (Cassaing et al., 2006).

Un diagnéstico por medio de pruebas serolégicas conlleva mucho tiempo por lo cual se
obtienen resultados tardios, ya que es importante realizar una correlacién entre la clinica
del paciente y los resultados de las pruebas de inmunoensayo, mientras que las nuevas
técnicas de diagndstico de RT-PCR, ayudan a obtener datos mas sensibles y especificos.
Actualmente existen varios ensayos comerciales, basados en la técnica de RT-PCR,
siendo una gran opciobn para el diagnéstico, sin embargo, al no encontrarse
estandarizados, presentan una serie de variaciones de rendimiento analitico, debido a
factores tales como el tipo de muestra, el método de extraccion de ADN de T. gondii o la

secuencia de amplificacion utilizada (Robert-Gangneux et al., 2017).

Debido a estos antecedentes, se ha realizado esta revision bibliogréafica, la cual incluye
la literatura cientifica publicada en los ultimos 10 afios, enfocada al rendimiento analitico
de algunos de los ensayos comerciales utilizados en el diagnéstico clinico de TC en la

actualidad.



Este estudio se usard como base para investigaciones futuras en el area técnica y de
calidad. Al proporcionar informacion actualizada elaborada con rigor cientifico sobre las
caracteristicas de desempefio analitico de los ensayos de deteccion de T. gondii a través
de latécnica de RT-PCR, se esta proporcionando una fuente de informacion independiente
que pueda ser utilizada en la seleccién y utilizacion del kit de diagnéstico molecular mas
adecuado a las necesidades de cada laboratorio, que a su vez podra ofrecer a la gestante
un diagndstico mas rapido y eficiente, ayudando al médico a intervenir de manera precoz

y apropiada en la infeccién por T. gondii en pacientes embarazadas.

1.2. Planteamiento del problema

La toxoplasmosis congénita tiene caracteristicas que la hacen merecedora de una
mayor atencién debido a que es causante del incremento de la morbilidad y mortalidad, lo
cual se ha convertido en una inminente amenaza para la salud publica (El Bissati et al.,
2018). La TC puede llegar a causar dafios neuroldgicos y/u oculares y la mayoria de las
investigaciones que emergen de los paises latinos han reflejado que la seropositividad es
muy elevada (Amendoeira y Millar, 2021).

El Ecuador tiene Guias de Practicas Clinicas (GPC) para el control prenatal, donde
recomienda que las mujeres embarazadas se deben realizar el panel de TORCH, en el
cual estan incluidas las pruebas para diagndstico de T. gondii. El protocolo oficial para el
diagnostico de infeccion materna y neonatal se basa en pruebas seroldgicas para la
deteccion de anticuerpos de T. gondii, y se realiza mediante la demostracion de
seroconversion o ante la presencia de IgM positiva con anticuerpos IgG de baja avidez
(MSP, 2015). Sin embargo, el empleo de pruebas seroldgicas presenta desventajas como
la necesidad de realizar pasos extras como la titulacion en resultados positivos, retrasando
la entrega de los resultados. Para superar estos inconvenientes, se han desarrollado
nuevas técnicas de diagndstico, las cuales estan basadas en la deteccién directa del ADN

del parasito (Baguero-Artigao et al., 2012).

Ademas de lo indicado anteriormente, se ha evidenciado que un gran ndamero de
neonatos infectados son asintométicos, con un 80% que presentan durante su desarrollo
problemas neuroldgicos o visuales. Por todas las razones expuestas, es fundamental la
aplicacion de método de diagnéstico precoz que presenten elevada sensibilidad y
especificidad, donde los riesgos falsos negativos tanto para la madre como para el feto se

vean reducidos a niveles minimos (Baquero-Artigao et al., 2012).
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El analisis molecular de esta parasitosis en la gestante a través de la técnica RT-PCR,
es una alternativa véalida que puede tanto reemplazar al diagndstico serolégico de TC o
colaborar con éste en caso de dudas, ya que el andlisis molecular es capaz de alcanzar
dependiendo de la técnica aplicada, resultados mas rapidos con niveles de especificidad y
valores predictivos positivos cercanos al 99-100% (Thalib et al., 2005), llegando incluso a
indicar la carga parasitaria de la madre al momento del diagnéstico, lo cual es un elemento
fundamental para la prediccion de las secuelas de la parasitosis en el feto, asi como en el
tipo de intervencion médica necesaria en casos de positividad (Baquero-Artigao et al.,
2012).

En la ultima década se han generado una gran variedad de ensayos comerciales,
basados en la técnica de RT-PCR que tienen una alta especificidad y sensibilidad, lo cual
permite que el diagnéstico de TC sea mas rapido y efectivo (Robert-Gangneux et al., 2017).
Sin embargo, cada kit comercial presenta una serie de diferencias no solo con relacion al
blanco molecular (secuencia de ADN que identifica), sino al origen de la muestra, tipo de
extraccion, caracteristicas de amplificacion, tipo de termociclador y/o software de
interpretacion de resultados, las cuales carecen de una estandarizacion internacional. La
importancia de la aplicacién de estos ensayos en el diagnostico de TC, hace necesario el
estudio de las caracteristicas de rendimiento analitico de algunos de los kits disponibles
comercialmente para evaluar la autenticidad de los datos de los fabricantes y de esta
manera seleccionar las pruebas con mejor eficiencia diagndstica para su aplicacion en los

laboratorios del Ecuador.

1.3. Pregunta de investigacion

¢,Cuales son las diferencias del rendimiento analitico en relacién con la especificidad y
sensibilidad que presentan los ensayos moleculares basados en la técnica de PCR en

tiempo real para el diagndstico de la toxoplasmosis congénita?



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Describir y comparar las caracteristicas de rendimiento analitico de los ensayos
moleculares comerciales en relacion con la sensibilidad y especificidad analitica de los kits
de PCR en tiempo real estandarizados para el diagnostico clinico de toxoplasmosis
congénita.

1.4.2. Objetivos especificos

= Detallar las caracteristicas de rendimiento analitico de cada uno de los kits de RT-
PCR para el diagnostico de toxoplasmosis congénita seleccionados.

= [Establecer las semejanzas del rendimiento analitico entre los diferentes kits de RT-
PCR seleccionados.

= Establecer las diferencias del rendimiento analitico entre los diferentes kits de RT-
PCR seleccionados.

= |dentificar las ventajas y limitaciones que presenta el usé de estos kits comerciales

de RT-PCR en el laboratorio de diagndstico clinico.

1.5. Delimitacion del estudio

Este trabajo, al ser una revision bibliografica narrativa, se limita a recoger los datos
publicados en los articulos académicos publicados en los ultimos 10 afios, con respecto a
las caracteristicas de rendimiento analitico de los kits comerciales para el diagnéstico

molecular de toxoplasmosis congénita.

No utiliza una estrategia de blusqueda exigente ni usa métodos estadisticos. Este
estudio se va a limitar al estudio comparativo de los kits comerciales utilizados para el
diagndstico clinico y no analiza datos de ensayos designados para investigacion o estudios

taxondmicos del toxoplasma.
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2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de estudio

Esta revision es de tipo narrativo, descriptivo y retrospectivo sobre los parametros del
rendimiento analitico de ensayos moleculares comercializados por diferentes industrias,
todos ellos basados en la técnica de RT-PCR para el diagnostico de la TC. Es de tipo
descriptivo porque se analizaron articulos publicados a nivel mundial y es de tipo
retrospectivo porque se utilizaron publicaciones cientificas disponibles en los ultimos 10
afos.

2.2. ldentificacion del campo de estudio

La investigacién consistié en una revision bibliogréafica narrativa dentro del campo de la

biologia molecular y la parasitologia.

2.3. Proceso de revision bibliogréafica

Para el proceso de la revisién bibliografica, se utiliz6 el diagrama de Medina
representado en la Figura 1 y el diagrama de flujo propuesto por Moher, Liberati, Tetzlaff,
Altman y the PRISMA group en el afio 2009 detallado en la Figura 2 (Medina, Marin y
Alfalla, 2010).
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Figura 1.

Diagrama de proceso de revision bibliografica

Seleccionar el campo de estudio v el perfodo en el Que seva a
analizar

L J

Seleccionar las fuentes de informacion
(Bases de datos vy repositorios)

Fealizar la busgueda hibliografica

L 4

Depuracion de 1a busqueda bibliografica

(o) o) =] [=]

{(Criterios de inclusidn v exclusion)

Analizar 1a informacion

-

Nota. Adaptado de “Una propuesta metodolégica para la realizacion de
busquedas sistematicas de bibliografia” C. Medina, J. Marin y R. Alfalla, 2010,
WPOM, 1(2), 13-30. https://doi.org/10.4995/wpom.v1i2.786

2.3.1.Seleccién de las fuentes de informacion

La recopilacién, interpretacion y sintesis de la investigacion se realiz6 mediante las
fuentes de informacién primaria, secundaria y terciaria, para describir los diferentes kits de
RT-PCR para el diagnéstico de toxoplasmosis congénita mediante el analisis de las
caracteristicas de desempefio analitico de estos. Las fuentes primarias fueron libros y
articulos cientificos seleccionados de las bases de datos adscritas a la PUCE (Tabla 1).

En las fuentes secundarias se realiz6 la busqueda en repositorios de universidades como
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se detalla en la Tabla 2. Las fuentes terciarias son directorios de organizaciones

internacionales, donde se adquirieron los insertos.

Todas estas fuentes de informacion facilitaron la recopilacion, interpretacion y sintesis
de la investigacién la cual se enfoc6 en describir las caracteristicas de rendimiento analitico

de cada kit de RT-PCR mediante el analisis de la evidencia cientifica.

Tabla 1.
Fuentes de busqueda bibliogréfica de las bases de datos de la hemeroteca virtual de
la PUCE.

Fuentes Direccion de URL

Pubmed https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov

Scopus https://www.scopus.com/home.uri?zone=header&origin=

Science Direct https://www.sciencedirect.com/

Web https://wosapp.puce.elogim.com/WOS_GeneralSearch_inp

of ut.do?product=WOS&search_mode=

Science GeneralSearch&SID=5D1txI4YKdbIATI9ztD&preferencesS
aved=

Dialnet https://dialnet.unirioja.es/

BVS https://bvs-ecuador.bvsalud.org/

Clinical Key https://clinicalkey.puce.elogim.com/#!/https://www.scienced
irect.com/

Fuente: Investigacion.
Autores: S. Molinay M.I. Vaca

Tabla 2.
Fuente de busqueda bibliogréafica de los repositorios de las universidades.

Fuentes Direccién de URL

Repositorio PUCE http://repositorio.puce.edu.ec/handle/22000/12168
Red de repositorio de https://rraae.cedia.edu.ec/

acceso abierto del Ecuador

Repositorios en acceso libre https://biblio.fcm.unc.edu.ar/repositorios-para-localizar-
para medicina publicaciones-de-medicina-en-acceso-libre/

http://repositorio.puce.edu.ec/handle/22000/12168

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.l. Vaca
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2.3.2.Busqueda bibliogréfica

Se realizé la busqueda bibliografica de articulos cientificos observacionales
descriptivos y analiticos. Estos articulos fueron completos y estuvieron relacionados con
Toxoplasma gondii, toxoplasmosis congénita y diagnéstico molecular. De igual manera los
articulos solo estuvieron afines con mujeres embarazadas con toxoplasmosis, y con estos
articulos, se realiz6 el analisis del kit mas efectivo para el diagnostico temprano de
toxoplasmosis congénita. Se obtuvo los insertos de diferentes casas comerciales y con

esto se realizé la comparacion con los articulos seleccionados.
Criterios de inclusion

= Poblacién: mujeres embarazadas.

= Edad: mujeres en edad fértil.

= Pruebas: pruebas moleculares (RT-PCR)

= Criterios geogréaficos: a nivel mundial.

= Fecha de los articulos: Ultimos 10 afios.

= |dioma: espafiol e inglés.

= Tipo de texto: articulo completo.

= Acceso: gratuito.

= Reuvistas cientificas cuyo indice de calidad SJR (SClmago Journal & Country
Rank) este entre Q1, Q2y Q3.

Criterios de exclusion

= Articulos cientificos que no mencionen el diagndéstico molecular de TC en
mujeres embarazadas a nivel mundial.

= Articulos cientificos que se relacionen con el diagnéstico de toxoplasmosis
congénita en animales

= Articulos cientificos que utilizan los ensayos moleculares para el estudio
taxonémico del T. gondii en mujeres embarazadas.

= Articulos que estén publicados antes del 2010.
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2.3.3.Estrategias de busqueda

Se realiz6 la busqueda utilizando combinaciones de términos MeSH como de términos
DeCS que se encuentran en la Tabla 3, para facilitar la busqueda se utilizé los diferentes
sinbnimos de las palabras. Los términos mencionados fueron combinados con los
operadores booleanos, tales como AND; OR Y NOT para facilitar la bdasqueda y a su vez
se usaron los diferentes filtros que cada base de datos los proporcionada tomando en
cuenta los criterios de inclusion que se establecieron que se encuentran en el apartado
2.3.2.

Tabla 3.
Términos MeSH y DeCS para la busqueda.

Términos MeSH Términos DeCS

Toxoplasma gondii Toxoplasma gondii

T. gondii T. gondii

Congenital toxoplasmosis Toxoplasmosis congénita

Real time PCR PCR en tiempo real

RT-PCR RT-PCR

Quantitative PCR PCR cuantitativa

T. gondii molecular diagnosis Diagnéstico molecular T. gondii

Fuente: Investigacion.
Autores: S. Molinay M.I. Vaca

2.3.4. Registro de estrategias de busqueda y seleccion

La estrategia de busqueda (Anexo 1) utilizada para adquirir la informacién de los

articulos cientificos que se seleccionaron fue:

= Establecimiento de los criterios de inclusion.

= Se usO cada estrategia de blsqueda para cada base de datos, utilizando
términos MeSH, DeCS y operadores boleanos.

= Se investigo distintas bases de datos.

= Se registr6 la informacién en el gestor bibliografico Zotero, con carpeta
compartida.

= Depuracion de la informacion duplicada.
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Uso de las matrices de recoleccion.
Lectura del titulo y resumen de los articulos seleccionados.
Eliminacion de los articulos que no cumplen.

Lectura completa de lo articulos seleccionados.
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3. SELECCION DE ARTICULO

3.1. Criterios de busqueda

La identificacion y busqueda de los articulos cientificos se realizé en las bases de datos
previamente seleccionados, con diferentes criterios de inclusion y exclusion descritos en
el Anexo 1. Para la seleccién de los articulos cientificos se realiz6 el diagrama de flujo de
cuatro fases, proceso descrito en la Figura 2.

Figura 2.
Diagrama de flujo de cuatro fases propuesto por PRISMA

F
c
2 Bases de datos Repositarios
ke in=417) (n=11)
5 v ¥
= v
Registros duplicados eliminados
P (n=20R) duplicados
3
i
= L 4
- Regist luid
o Registros revisados Eg,ls S R
(h=222) - (T tulofresumen)
— {n=185)
S
L
= N
_—S Articulos Cumpmtns Articulos EKCILIldIJS.
% evaluados para elegibiidad p| conrazones (n=31)
o in=371
' l
a
= Estudios incluidos en la
3 LS
o revisian
—J n=E6)

Nota. Adaptado de “Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses: The PRISMA Statement” (p. 3), de D. Moher, A. Liberati, J. Tetzlaff y D. Altman,
2009, PL0oS Med 6(7): €1000097. Doi: 10.1371/journal.pmed.1000097. © 2009 Moher et
al.

Para la recoleccién de los articulos cientificos se crearon matrices que ayudaron en

cada paso del diagrama de flujo. Para la recoleccion de la informacion se identifico a través
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de la busqueda con términos MeSH y DeCS un total de 417 articulos en las bases de datos
y 11 articulos en repositorios, en la fase de busqueda se llevé un registro de duplicados de
los cuales se elimind 206 articulos, de los 222 articulos revisados se excluy6 por titulo y
resumen 185y se quedd con 37 articulos completos evaluados para elegibilidad, de éstos
se excluy6é tomando en cuenta los criterios de exclusion e inclusién 31, por lo tanto 6

articulos fueron incluidos en la revision.

3.2. Pasos de depuracidon de seleccion de lainformacion

El primer paso para la depuracion de la informacion se realizé6 mediante la eliminacion
de los articulos duplicados descritos en la matriz de recoleccién de informacion primaria
(Anexo 2). El segundo paso fue leer el titulo y el resumen de cada uno de los articulos
cientificos para eliminar los que no se relacionan con el tema de investigacion afiadiendo
la razon de la exclusion de cado uno de ellos (Anexo 3). Como tercer paso se leyd
completamente los articulos no excluidos (Anexo 4) para finalmente obtener los articulos

seleccionados (Anexo 5).

Todas las referencias bibliograficas fueron ingresadas al gestor bibliografico Zotero,
identificando cada carpeta de busqueda y seleccién con el nombre adecuado de acuerdo

con el proceso descrito anteriormente.

3.3. Descripciéon general de los articulos seleccionados para el

estudio

Para la revision bibliografica se identificaron seis articulos referentes al diagndstico
molecular mediante RT-PCR, con los diferentes kits evaluados por su alto rendimiento,
para la deteccibn de TC en mujeres embarazadas en los ultimos 10 afios. Pubmed,
Scopus, Science Direct, MEDES, Dialnet, EBSCO, BVS y Google Scholar fueron las bases
de datos y repositorios donde se encontrd los articulos cientificos que pertenecian a las
revistas PLoS One, BMC Infect Dis, Clin Microbiol Infect, J Clin Microbiol, An Pediatr (Barc),
Ann Saudi Med, Saudi Pharmaceutical Journal, Braz J Infect Dis, Asian Pacific Journal of
Tropical Medicine y la Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, con un

elevado indice de impacto (Q1y Q2).
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La mayoria de los articulos que fueron incluidos para la revisién son de Francia, Brasil,
Arabia Saudita y Espafia; estos estudios fueron realizados en mujeres embarazadas y en

ninos con TC.

19



4. RESULTADOS Y DISCUSION

La TC es un problema de salud a nivel mundial, por lo que merece atencion inmediata.
Con el objetivo de optimizar el diagndstico de esta infeccion parasitaria, se han analizado
estudios donde se han puesto a prueba varias técnicas moleculares. Estos estudios
comparativos han evidenciado la superioridad de las pruebas moleculares sobre las
seroldgicas realizadas en mujeres embarazadas y en recién nacidos, tanto como método
diagnéstico anico como de apoyo al diagnostico seroldégico en casos de dificil
interpretacion. Francia es uno de los paises pioneros en cuanto al protocolo de diagndéstico
y recomendaciones que se deben seguir en caso de toxoplasmosis o TC; siendo los
creadores del Centro Nacional de Referencia para la Toxoplasmosis (Robert-Gangneux
et al., 2017).

Las investigaciones realizadas por los grupos de Baquero-Artigao (2012), Filisetti
(2015) y Tomasoni (2019), basadas en la aplicacion de nuevas técnicas moleculares, son
capaces de brindar una elevada sensibilidad y especificidad diagndstica, permitiendo la
deteccién temprana y eficaz de la TC (Filisetti et al., 2015) (Baquero-Artigao et al., 2012)
(Tomasoni et al., 2019), dando lugar a nuevos protocolos de detecciéon de TC mas rapidos

y eficaces (Brenier-Pinchart et al., 2021).

El método mas utilizado en la actualidad en paises europeos y que se ha convertido en
la prueba de oro es la RT-PCR (Pomares et al., 2020), cuyo objetivo es la identificacion de
elementos blanco caracteristicos del genoma del parasito, siendo su presencia indicativa
de infeccidn activa por T. gondii. Entre los blancos moleculares mas comunes utilizados en
el diagndstico de toxoplasmosis se encuentran el elemento de repeticion de 529 pares de
bases (REP-529 GenBank accession no. AF146527), el gen repetitivo de 35 veces Bl y la
region de repeticion RE del genoma de T. gondii (Belaz et al., 2015).

4.1. Estudios de las caracteristicas analiticas de ensayos

clinicos de deteccién de TC

De los estudios realizados sobre las caracteristicas analiticas de los ensayos clinicos
comerciales para la deteccion de TC en el laboratorio clinico, fueron seleccionados
aquellos cuyos estudios se basaron en la identificacion de la sensibilidad y especificidad

analiticas de tres kits estandarizados utilizados para el diagndstico de T. gondii en los
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paises donde estos trabajos fueron publicados. La sensibilidad y la especificidad analiticas

son caracteristicas de desempefio que permiten una mejor determinacion del rendimiento

diagnéstico de la técnica utilizada (Tabla 4), y fueron las caracteristicas analizadas en los

articulos seleccionados.

Tabla 4.

Caracteristicas de los articulos seleccionados.

N° Afio Autores Nombre del Nombre de Tipos de Caracteristicas del
kit laindustria analisis rendimiento analitico
farmacéutic  molecular
a productora del kit
del kit
Sensibilidad Especificidad
1 2015 Filisetti Bio-Evolution Bio-Evolution RT-PCR 100% 86%
et al. BE-A997-AB dirigido al
(Toxoplasma gen REP-529
gondii) Resultados
cualitativos
2 2017 Robert- RTSTO1PLD ELITechGrou RT-PCR 100% 100%
Gangne  Toxoplasmag. p, Puteaux- dirigido al
ux et al. ELITe MGB® France gen REP-529
Kit (Elitech®) Resultados
cualitativos
3 2019 Tomaso RTSTO1PLD ELITechGrou RT-PCR 100% 99,7%
ni et al. Toxoplasma g. p, Puteaux- dirigido al
ELITe MGB® France gen REP-529
Kit (Elitech®) Resultados
cualitativos
4 2019 Ddskaya LightMix ® Kit  TIB Molbiol, RT-PCR 87,5% 100%
et al. Toxoplasma LLC, NJ-USA dirigido al
gondii (EC) — gen RE (pb:
TIB MolBiol 134)
Toxoplasma Resultados
gondii cualitativos
5 2021 Nourriss Bio-Evolution Bio-Evolution RT-PCR 100% 100%
onetal. BE-A997-AB dirigido al
(Toxoplasma gen REP-529
gondii) Resultados
cualitativos y
cuantitativos
6 2021 Brenier- LightMix ® Kit  TIB Molbiol, RT-PCR 98,1% 98,5%
Pinchart  Toxoplasma LLC, NJ-USA dirigido al
et al. gondii (EC) — gen RE (pb:
TIB MolBiol 134)
Toxoplasma Resultados
gondii cualitativos

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.l. Vaca
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Filisetti y colaboradores, en el afio 2015 realizaron un estudio con ocho laboratorios
para realizar una comparacion entre sus respectivos ensayos de PCR con el kit Bio-
Evolution para T. gondii (Bio-Evolution, Bry-sur-Marne-France). El kit Bio-Evolution consta
de una RT-PCR lista para usar, basada en una tecnologia de hidrdlisis que utiliza una
sonda de T. gondii dirigida a la secuencia codificante REP-529 (Ammar et al., 2020). La
amplificacién de RT-PCR del kit Bio-Evolution para T. gondii realizaron tomando en cuenta
todas las recomendaciones del fabricante en cada uno de los laboratorios participantes en
el estudio. Los investigadores encontraron que el kit Bio-Evolution para T. gondii tiene una
sensibilidad analitica del 86% y una especificidad analitica del 100% (Filisetti et al., 2015).

Robert-Gangneux y colaboradores en el afio 2017, realizaron un estudio para evaluar
las caracteristicas analiticas del kit comercial Toxoplasma g. ELITe MGB®, fabricado por
ELITechGroup, Puteaux-France. Se realiz6 la comparacion entre el kit comercial
Toxoplasma g. ELITe MGB® y tres ensayos usados de manera rutinaria en tres
laboratorios del centro de referencia para toxoplasmosis, con el objetivo de determinar
tanto la repetibilidad como la reproducibilidad del ensayo, obteniendo buenos resultados
con muestras sin interferencias como células o hemoglobina. Este kit también identifica el
elemento de ADN repetido REP-529. De esta manera, utilizando muestras de liquido
amniético, el grupo de investigadores obtuvo un analisis del rendimiento del ensayo
Toxoplasma g. ELITe MGB®, en la cual la sensibilidad y especificidad analiticas fueron del

100%, con un limite de deteccidon de 10 parasitos/mL (Robert-Gangneux et al., 2017).

Con respecto a lo mencionado, es importante resaltar que el blanco clasico hacia el
cual se dirigian los estudios moleculares de TC era el gen de ADN repetido 35 veces,
conocido como B1. Sin embargo, en el 2012, Morelle y colaboradores, en los estudios
realizados para caracterizar el T. gondii en muestras de liquido amni6tico, encontraron una
mejor sensibilidad cuando el RT-PCR identificaba la secuencia codificante REP-529
(Morelle et al., 2012). El elemento REP-529 debe su elevada sensibilidad diagnostica a su
repetitividad por ser una secuencia que se repite de 200 a 300 veces a lo largo del genoma
de T. gondii (Pomares et al., 2020).

Tomasoni y colaboradores en el afio 2019, realizaron el estudio donde al igual que el
grupo de Robert-Gangneux utilizaron el kit comercial Toxoplasma ¢g. ELITe MGB®
(ELITechGroup Puteaux-France). Dos centros de salud de Italia participaron en el estudio,
cuyo objetivo fue identificar el riesgo de TC al momento de detectar valores del indice de

avidez medios o bajos para T. gondii en mujeres embarazadas, las muestras positivas
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utilizaron para la deteccién de T. gondii por técnicas moleculares. En este estudio, las
mujeres embarazadas que formaron parte de la muestra fueron sometidas a serologia para
T. gondii, seguido de la prueba molecular dirigida al REP-529 (Toxoplasma g. ELITe
MGB®). El analisis de rendimiento analitico del ensayo Toxoplasma g. ELITe MGB® que
obtuvieron fue de una sensibilidad analitica del 100% y especificidad analitica del 99,7%
(Tomasoni et al., 2019), similar a aquellos valores observados por Robert-Gangneux y

colaboradores en el afio 2017.

El estudio de la sensibilidad y especificidad analiticas de las técnicas moleculares de
diagnostico de T gondii realizado por Doskaya y colaboradores en el afio 2019, utiliz6 como
objeto de analisis el kit LightMix® Toxoplasma gondii (TIB Molbiol, LLC, NJ-USA), el cual
esta dirigido al fragmento de 134 pares de bases del gen repetitivo RE. El estudio se centrd
en el analisis de varias muestras clinicas de sangre total, liquido amniético, tejido, liquido
cefalorraquideo y liquido intraocular, dirigidas al gen antes mencionado. Compararon el kit
comercial con un ensayo interno y obtuvieron valores de sensibilidad analitica de 87,5% y
especificidad analitica del 100% (Déskaya et al., 2019). Al no seguir las recomendaciones
en el proceso de amplificacion del kit LightMix® Toxoplasma gondii dirigido al gen RE, el
resultado de la sensibilidad analitica obtenido por el grupo de Déskaya, es inferior al de

todos los otros estudios, que utilizaron como blanco el REP-529.

Nourrisson y colaboradores realizaron en el 2021 un estudio comparativo entre el kit
comercial Bio-Evolution para T. gondii y Toxoplasma g. ELITe MGB®, los cuales estan
dirigidos al gen REP-529, con la finalidad de obtener datos en cuanto al rendimiento
analitico de estos dos ensayos. Los resultados del kit Bio-Evolution para T. gondii fueron
cualitativos y cuantitativos, mientras que el kit Toxoplasma g. ELITe MGB® ofrece
resultados de tipo exclusivamente cualitativos. El analisis de rendimiento analitico de estos
dos ensayos dio como resultado una sensibilidad y especificidad analiticas del 100%. Los
investigadores encontraron que los dos kits comerciales son rapidos, faciles de usar y son
especialmente Utiles en muestras que contienen cargas parasitarias bajas (Nourrisson et
al., 2021).

Brenier-Pinchart y colaboradores en el afio 2021, realizaron un estudio comparativo
con el kit LightMix ® Toxoplasma gondii, fabricado por TIB MolBiol, como se ha visto en el
estudio de Doskaya, este kit esta dirigido al gen repetitivo RE. Para este estudio
participaron cuatro centros hospitalarios de Francia para evaluar el rendimiento del kit
mencionado. Realizaron una comparacion con el kit LightMix ® Toxoplasma gondii y con

el ensayo de rutina de los laboratorios involucrados en el estudio, determinaron la
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sensibilidad de los ensayos por medio de diluciones y andlisis de muestras clinicas. Los
resultados cualitativos y el analisis de rendimiento analitico de este ensayo fueron de
sensibilidad y especificidad menor al 98% (Brenier-Pinchart et al., 2021). A diferencia del
trabajo de Doskaya, este grupo de investigacion siguié un protocolo mas estricto, supero
el valor de sensibilidad analitica de 87.7%, llegando a valores cercanos al 100%,

semejantes a los kits cuyo blanco fue el REP-529.

4.2. Caracteristicas de sensibilidad y especificidad del
rendimiento analitico de los ensayos comerciales para el
diagnéstico de TC por RT-PCR.

Para llegar a tener una buena sensibilidad y especificidad analiticas en ensayos
moleculares es fundamental que la plantilla de ADN a partir de la cual se va a realizar la
amplificacion para la identificacion del blanco molecular especifico tenga no solo, la
secuencia adecuada sino la pureza necesaria para evitar falsos resultados. Por esta razon,
el origen de la muestra como el método utilizado para la extraccién del ADN son de gran
relevancia en el analisis del rendimiento analitico de un kit comercial (Weida et al., 2017),
en base a estas consideraciones se recolect6 la siguiente informacion con relacion al

tratamiento de las muestras para la obtencion de la plantilla a ser amplificada.

4.2.1.Caracteristicas de extraccion de muestras utilizadas por los

estudios.

La extraccion de ADN es el proceso donde se realiza la purificacion de este y para
obtener un ADN de calidad se debe utilizar un método de extraccion eficiente. El ADN es
de calidad cuando no tiene contaminacion. La extraccién de ADN se puede realizar de
manera manual o usando kits comerciales (Gupta, 2019). Se revisaron los distintos tipos

de kits de extraccién de ADN que usaron en los estudios seleccionados (Tabla 5).
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Tabla 5.

Caracteristicas de extraccion de muestras.

N  Afo A Técnica de . Caracteristicas
utores i Tipo de muestra
extraccion de la muestra
1 2015  Filisetti et al. Mini kit de ADN Liquido amniético Almacenadas a
QlAamp, micro kit -20 0-80 °C.
de AND QIlAamp, Siguiendo el
PCR High Pure, instructivo del
Tween-Nonidet- fabricante.
NaOH
2 2017 Robert-Gangneux et Minikit QlAamp Liquido Almacenadas a
al. ADN amnidtico, -20 0 -80 °C.
placenta, sangre  Siguiendo el
total, biopsia, instructivo del
liquido fabricante.
cefalorraquideo y
humor acuoso
3 2019 Tomasoni et al. NUCLISENS® Liquido amniético  Siguiendo el
EASYMAG® instructivo del
fabricante.
4 2019 Doskaya et al. Qiagen Mini kit Sangre total, Pasos
liguido amnidtico,  preanaliticos
tejido, liquido (dependeran de
cefalorraquideo, la muestra)
liquido intraocular ~ Siguiendo el
instructivo del
fabricante.
5 2021  Nourrisson et al. Cartucho para Sangre total, Almacenadas a
extraccion de sangre de cordon  -20C°
ELITe InGenius liguido amnidtico, Pasos
SP 200, placenta preanaliticos
cartuchos de (Reconstitucion,
extraccion ELITe centrifugacion,
InGenius SP 1000 eliminacion del
sobrenadante).
Siguiendo el
instructivo del
fabricante.
6 2021  Brenier-Pinchart et Tween-Nonidet- Liquido Almacenadas a
al. NaOH, Mini kitde amnidtico, -20.
ADN QlAamp, placenta, sangre  Siguiendo el
Roche® MagNA total, liquido instructivo del
pure Compact cefalorraquideo, fabricante.

humor acuoso,
liquido de lavado
broncoalveolar,
biopsia de tejido,
muestra de
ganglios

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.I. Vaca
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Filisetti y colaboradores en el afio 2015, usaron muestras obtenidas por amniocentesis.
El liqguido amnidtico extraido fue sujeto a un estricto procesamiento utilizando kits de
extraccion de ADN estandarizados y ampliamente utilizados en los laboratorios de
diagndstico molecular a nivel mundial. Los investigadores usaron los kits de extraccion:
mini kit de ADN QlAamp, micro kit de AND QlAamp, PCR High Pure y Tween-Nonidet-
NaOH, todos los laboratorios participantes en el estudio de Filisetti y colaboradores en el
afo 2015 siguieron escrupulosamente las instrucciones de los fabricantes para el uso de
los kits de extraccion. El seguir las instrucciones del fabricante de los kits de extraccion da
la garantia de que el ADN extraido sea de buena calidad, es decir que éste se encuentre
integro y libre de agentes contaminantes (Gupta, 2019). EI ADN que obtuvieron lo
almacenaron a -20 y -80 °C hasta el momento de su utilizacion (Filisetti et al., 2015).

Robert-Gangneux y colaboradores en el estudio realizado en el 2017, usaron el kit de
Toxoplasma g. ELITe MGB®. Los tres laboratorios utilizaron 128 muestras de liquido
amniotico, placenta, sangre total, biopsia, liquido cefalorraquideo y humor acuoso, estas
muestras estuvieron almacenadas por algunos afios ya que las recolectaron entre los afios
2005 y 2015 a una temperatura de -20 o -80 °C (Robert-Gangneux et al., 2017). Los
autores utilizaron estas muestras para extraer el ADN, con buenos resultados. Existen una
serie de estudios entre los cuales sobresales el de Delhaces y colaboradores en el afio
2014, quienes tras analizar una serie de muestras con un almacenamiento prolongado a
una temperatura de -20 o -80 °C, encontraron que la carga parasitaria presente en la
muestra no sufria modificaciones significativas, permitiendo de esta manera el uso de este
tipo de muestras para el analisis, incluso después de afios de la extraccion original
(Delhaes et al., 2014).

En el estudio del grupo de Robert-Gangneux en el afio 2020, el ADN de las muestras
congeladas seleccionadas para el estudio fue obtenido mediante el uso del kit de
extraccion minikit QlAamp ADN, tomando en cuenta las recomendaciones del fabricante
(Robert-Gangneux et al.,, 2017). Para las muestras de placenta y biopsia afiaden la
proteinasa K , para la eliminacién de proteinas de la muestra de ADN (Frazer et al., 2020),
tampones especiales para la lisis celular, etanol para lavado y precipitacion del ADN, todo
esto intercalado de una serie de centrifugaciones que permiten obtener un producto puro,
en concentracién adecuada y libre de contaminantes y residuos de etanol que inhiben la

reaccion de amplificacion (Robert-Gangneux et al., 2017).
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Tomasoni y colaboradores realizaron un estudio en el afio 2019, donde usaron 525
muestras de liquido amniético que fueron recolectadas por los dos centros hospitalarios
por medio de amniocentesis. La dificultad de la obtencién de este tipo de muestra es el
evitar la contaminacion con sangre materna (Tomasoni et al., 2019). Ademas las muestras
gue son obtenidas por el procedimiento de amniocentesis tienen una alta probabilidad de
gue contenga células maternas que pueden alterar los resultados (Lamb et al., 2012). Para
evitar estos sesgos, los dos centros hospitalarios usaron el kit de extraccion NUCLISENS®
EASYMAG® siguiendo los pasos que presentaba el instructivo. El uso de este kit de
extraccion de ADN demostré tener un ADN limpio en la electroforesis en gel de agarosa
(Tomasoni et al., 2019). Un estudio realizado por Faecher y colaboradores en el 2012
describieron que el kit de extraccion NUCLISENS® EASYMAG® aumenta su rendimiento
si se realiza un pretratamiento de liquido amnidtico con proteinasa K (Faucher et al., 2012),
procedimiento aplicado por el grupo de investigacion de Tomasoni.

Dogkaya y colaboradores en el afo 2019, realizaron un estudio donde usaron 38
muestras las cuales correspondian a sangre total, liquido amnidtico, tejido, liquido
cefalorraquideo y liquido intraocular. Cada muestra pasé por un proceso para estar listas
para la extraccion del ADN por medio del kit comercial Qiagen Mini kit. Las muestras de
sangre fueron tomadas en tubos con EDTA para evitar la inhibicion de la reacciéon de
amplificacion. Las muestras de sangre y de liquido amniético fueron centrifugadas por 15
minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm) para obtener la capa leucocitaria de las
muestras de sangre y en el liquido amni6tico eliminar el sobrenadante. El tejido fue triturado
para afiadir un tampon de lisis tisular (ATL) y durante 15 minutos incubaron a 56°C a 1400
rpm en el agitador de calor hasta que el tejido se derrita, posteriormente es incubada a una
temperatura de 95°C por un periodo de 5 minutos. El liquido cefalorraquideo y liquido
intraocular no recibieron ninguna preparacion, y fueron usados de manera directa en el kit
de extraccion de ADN (Ddéskaya et al., 2019).

Nourrisson y colaboradores en el estudio realizado en el afio 2021, usaron 31 muestras
en total, las cuales consistieron en placenta, liquido amniético, sangre total y sangre de
corddn; almacenadas a -20°C. Todas las muestras pasaron por un proceso preanalitico
diferente. La placenta fue molida para afiadir 0,6 gramos de tripsina a temperatura de 37°C,
por un periodo de dos horas con agitacién constante y posteriormente filtraron, obtuvieron
el sedimento y lavaron con solucién salina dos veces y finalmente afadieron la proteinasa
K. El liquido amnioético al igual que la sangre total y la sangre del cordon fueron

centrifugados para, posteriormente afiadir la proteinasa K. Los kits que usaron para la
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extraccion fueron el Cartucho para extraccion de ELITe InGenius SP 200 y el cartucho de
extraccion ELITe InGenius SP 1000, Nourrisson y colaboradores siguieron los pasos del

fabricante (Nourrison et al., 2021).

Brenier-Pinchart y colaboradores en el aflo 2021, realizaron un estudio en el que usaron
133 muestras clinicas de liquido amnidtico, placenta, sangre total, liquido cefalorraquideo,
humor acuoso, liquido de lavado broncoalveolar, biopsia de tejido, muestra de ganglios.
Estas muestras almacenaron a una temperatura de -20 °C. Los procedimientos para la
extraccion de ADN se acoplaron al tipo de muestra que us6 cada laboratorio. Las muestras
pasaron por un proceso de preparacion para llegar al punto de realizar la extracciéon y
dependié del tipo de muestras que utilizaron. Para sangre total y sangre de cordén usaron
un método de precipitacion de proteinas, por otro lado, para placenta y tejidos, trituraron y
afadieron tripsina, luego filtraron y lavaron y posteriormente afiadieron proteinasa K,
aungue se debe tener en cuenta que una vez obtenida la capa leucocitaria de sangre total
y de sangre de corddn, también afiadieron la proteinasa K. Para realizar la extraccién de
ADN usaron los kits Tween-Nonidet-NaOH, Mini kit de ADN QlAamp y Roche® MagNA
pure Compact, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Brenier-Pinchart et al.,
2021).

4.2.2.Caracteristicas de los kits comerciales utilizados en los

estudios seleccionados.

Cada uno de los autores presento las caracteristicas de los kits utilizados para realizar
sus estudios. La importancia de estos kits radica en que son ensayos estandarizados,
ampliamente utilizados en laboratorios de diagnéstico molecular. Ademas los
investigadores, se preocuparon por realizar su control de calidad interno para asegurarse
de limitar al méximo los errores al momento de analizar el rendimiento analitico de los kits

estudiados. Los mismos que se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Caracteristicas de los kits comerciales.

N°  Afo  Autores Nombre del kit Reactivos Procedimiento
1 2015 Filisetti et al. Bio-Evolution BE- Siguieron el
A997-AB instructivo del
(Toxoplasma gondii) fabricante.
2 2017 Robert-Gangneux RTSTO1PLD Mezcla Siguieron el
etal. Toxoplasma g. ELITe instructivo del
MGB® Kit (Elitech®) fabricante
3 2019 Tomasoni et al. RTSTO1PLD Siguieron el
Toxoplasma g. ELITe instructivo del
MGB® Kit (Elitech®) fabricante.
4 2019 Doskaya et al. LightMix ® Kit Mezcla Pequefias
Toxoplasma gondii LightCycler Fast modificaciones.
(EC) — TIB MolBiol Start DNA
Toxoplasma gondii Master
HybProbe con
MgCl 2
Cebadores
sondas de
hibridacion
Control positivo
Control negative
5 2021 Nourrisson et al. Bio-Evolution BE- Mezcla Siguieron el
A997-AB instructivo del
(Toxoplasma gondii) fabricante.
6 2021 Brenier-Pinchart LightMix ® Kit Control negativo  Siguieron el
et al. Toxoplasma gondii Control interno instructivo del
(EC) — TIB MolBiol Control de fabricante.
Toxoplasma gondii extraccion
objetivo

Fila estandar de
seis ADN diana

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.I. Vaca

Filisetti y colaboradores en el 2015 y Nourrisson y colaboradores en el afio 2021 usaron
el kit Bio-Evolution para T. gondii y para preparar la solucién de amplificacién siguieron las
instrucciones del fabricante (Nourrison et al., 2021) (Filisetti et al., 2015), mencionan que
se debe afadir 19uL de la mezcla, 5uL del control interno y 1uL del ADN extraido. Los
investigadores hacen menciéon en que el instructivo se encuentra bien detallado con
facilidad de entendimiento por lo cual lo denominan como un kit de facil manejo, pero a
pesar de eso mencionan que el kit no contiene N-uracil glicosidasa termolabil (UNG)
(Filisetti et al., 2015). La UNG termolabil se utiliza en RT-PCR para evitar la contaminacion

por arrastre de ADN, impidiendo su amplificacion. Esta enzima se considera como un factor
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de control extra para asegurar la obtencién de resultados verdaderos (Aeschbach y Dion,
2017).

Robert-Gangneux y colaboradores 2017 y Tomasoni y colaboradores en el afio 2019,
usaron el kit Toxoplasma g. ELITe MGB® y para realizar la solucién para la amplificacion
afadieron 20uL de la mezcla proporciona por el kit, esta mezcla contiene UNG y 10uL del
ADN extraido (Robert-Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019), pero hay que tener
presente que si no se afiade el control interno durante la extraccion de ADN de la muestra
se debe realizar un paso extra en el que se aflade 2uL de éste a los 10uL de la muestra
(liquido amnidtico, placenta, sangre total, biopsia, liquido cefalorraquideo y humor acuoso)
para posteriormente tomar 10uL de esta preparacion (Robert-Gangneux et al., 2017). La
contaminacién provocada por arrastre es una probleméatica en los diagndsticos
moleculares y por esa razén se usa la UNG la cual ayuda a degradar ADN que son
contaminantes, lo que permite tener una amplificacion eficaz (Aeschbach y Dion, 2017). El
contener esta enzima en la mezcla que usaron en los estudios para realizar la
amplificacion, ayudd al kit Toxoplasma g. ELITe MGB® a eliminar la contaminacion por

arrastre (Robert-Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019).

Brenier-Pinchart y colaboradores en el afio 2021, usaron el kit LightMix ® Kit
Toxoplasma gondii, para la amplificacion siguiendo con las instrucciones del fabricante
(Brenier-Pinchart et al., 2021), por otro lado Déskaya y colaboradores en el afio 2019,
utilizaron el mismo kit, pero mencionan que realizaron ciertos cambios sin antes ser
validado en el procedimiento de reaccion de amplificacion siguiendo con su propio
protocolo en cuanto a tiempo, temperatura y nimero de ciclos; esto repercutié en la

caracteristica de rendimiento analitica (sensibilidad analitica baja) (Ddskaya et al., 2019).

Es importante sefialar que el control interno es un elemento fundamental para el control
de falsos negativos por los productos de la reaccion de amplificacion (inespecificos o de
arrastre), este sistema de control que viene incluido en el kit de deteccion molecular sirve
para la deteccién de falsos negativos o positivos resultantes de la amplificacién de
productos inespecificos, o producidos por problemas durante la extraccion del ADN o su
omision en la mezcla de amplificacién. El control interno consiste en una secuencia de
ADN o ARN que no se encuentra en el patégeno y su secuencia complementaria (sonda)
gue permiten su deteccion. Si la muestra no posee el ADN del agente infeccioso, el control
interno consume el exceso de reactivo, minimizando la amplificacion de secuencias no

deseadas y evitando la generacion de falsos positivos (Aralar et al., 2020).
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Este es un sistema de control extremamente til y ampliamente utilizado en el control
de calidad de las técnicas basadas en RT-PCR. Por esta razén por la cual todos los kits
estudiados presentaron su propio control interno, el cual se podia afiadir ya sea durante la
purificacion del ADN o durante la preparacién de la Master Mix y es también la razén por
la cual no todos los kits tenian UNG, cuya adicion es un elemento extra del control de
calidad de la muestra para la obtencion de un resultado basado en sensibilidad y

especificidad analiticas elevadas (Aralar et al., 2020).

4.2.3. Termocicladores y efecto sobre los resultados de la

amplificacidon de los genes diana de T. gondii.

A pesar de que la PCR es muy versatil, se debe tener en cuenta realizar una validacién
adecuada cuando sea necesario, ya que de esto dependeran los resultados. Por eso es
importante tener en cuenta algunos factores, uno de los principales es el rendimiento de
los equipos para que no llegue a afectar la reproducibilidad de los resultados (Ho Kim et al.,
2018). En cada estudio, los laboratorios utilizaron diferentes equipos de RT-PCR para el
procesamiento de las muestras. Los nombres de los equipos utilizados estan detallados

en la Tabla 7.

Tabla 7.
Equipos de RT-PCR utilizados.

N°  Afo Autor Equipo

1 2015 Filisetti et al. Light Cycler 1.0, Light Cycler 2.0, Light
Cycler 480, ABI Prism 7000, ABI 7500

2 2017 Robert-Gangneux et al. StepOnePlus o ABI Prism 7000

3 2019 Tomasoni et al.

4 2019 Déskaya et al. Light Cycler 1.5

5 2021 Nourrisson et al. ELITe InGenius

6 2021 Brenier-Pinchart et al. Light Cycler 480 (Roche)

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.I. Vaca
Filisetti y colaboradores en el afio 2015, mencionan que para realizar la amplificacion

usaron cinco equipos de los cuales tres son recomendados por el fabricante. En todos los

casos en los que se emplean equipos que no sean estandarizados por el fabricante del kit,
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es fundamental que el equipo de laboratorio que se haya adquirido realice sus propios
procesos de control y estandarizacion para asegurarse que no existen falsos positivos o
negativos y que no se puedan producir errores de interpretacién. A pesar de que dos
eqguipos no son recomendados por el fabricante, el kit Bio-Evolution para T. gondii se pudo
adaptar bien a las condiciones del laboratorio (Filisetti et al., 2015). El uso de equipos no
recomendados para el kit puede alterar el ensayo dando lugar a resultados poco fiables
(Smith, 2021a). Los investigadores no mencionan el proceso de validacion de los equipos

utilizados.

Robert-Gangneux y colaboradores en el afio 2017 usaron para la amplificacion los
equipos StepOnePlus o ABI Prism 7000, pero estos equipos no son los recomendados por
el kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, a pesar de eso las muestras que no tienen T. gondii
dieron negativo y algunas muestras que si tenian T. gondii también dieron negativo, dando
resultados falsos negativos. Por lo mencionado anteriormente, uno de los motivos de estos
resultados puede ser la utilizacion de amplificadores de una marca diferente de la
recomendada por el fabricante del kit. Sin embargo, después de realizar los respectivos
controles estadisticos, y considerando que estos falsos negativos se dieron en muy pocas
muestras que no tuvieron un procesamiento adecuado, concluyeron gue el kit podia ser
utilizado incluso con otros tipos de equipos, diferente de los recomendados por el
fabricante, teniendo en cuenta que estos fueron validados, con resultados correctos y con
elevados porcentajes de sensibilidad y especificidad analiticas (Robert-Gangneux et al.,

2017). El proceso de validacién no fue mencionado por los investigadores.

Tomasoni y colaboradores en el afio 2019 no mencionan que equipo utilizaron para
realizar la amplificacion, pero siguieron las recomendaciones del kit Toxoplasma g. ELITe
MGB®, por lo cual se puede llegar a pensar que usaron un equipo recomendado por el
fabricante. En este estudio obtuvieron valores de sensibilidad analitica del 100% y
especificidad analitica del 99.7% (Tomasoni et al., 2019).

Doskaya y colaboradores 2019, mencionaron que para realizar la amplificacién usaron
el equipo Light Cycler 1.5 (Déskaya et al., 2019), este equipo es recomendado por el
fabricante lo cual da confiabilidad en los resultados obtenidos, evitando al grupo de estudio

la realizacion de pasos extras para estandarizar el termociclador.

Nourrisson y colaboradores en el afio 2021, utilizaron el equipo ELITe InGenius para

realizar la amplificacion, pero este termociclador no estd recomendado por el kit Bio-
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Evolution para T. gondii. Al no ser un equipo mencionado por el fabricante ellos procedieron
a realizar una validacion del mismo, utilizaron muestras tomadas manualmente y otros
equipos. Este equipo validado lo adaptaron de manera adecuada al kit de Bio-Evolution
para T. gondii ya que la sensibilidad y la especificidad obtenida fue alta (Nourrison et al.,
2021). Los investigadores no mencionan el procedimiento que siguieron para la respectiva

validacioén de los equipos.

Brenier-Pinchart y colaboradores en el 2021, usaron el equipo Light Cycler 480 el cual
est4 recomendado por el fabricante del kit LightMix ® Toxoplasma gondii, teniendo asi
resultados fiables (Brenier-Pinchart et al., 2021). Este equipo no necesit6 ser validado en
este estudio, ya que el fabricante garantiza buenos resultados.

En este punto es importante especificar que cada vez que se realiza la incorporacion
de un nuevo sistema o kit de diagnéstico en el Laboratorio Clinico, es necesario realizar la
estandarizacion de dicho equipo o kit diagnostico. En el caso del Laboratorio de Biologia
Molecular, la estandarizacion hace referencia tanto al lugar y método de obtencién de la
muestra como a las técnicas de obtencion de ADN, que en la actualidad se basan en kits
de extraccién de acidos nucleicos, por ser los que ofrecen mejor rendimiento y pureza,
comprobados en cada laboratorio a través del nanodrop, mediante la determinacion de las
relaciones 260/280 (contaminacion proteica) y 260/220 (contaminacion por componentes
organicos), y a la observacion de la integridad de las bandas de ADN en el gel de agarosa
(Smith, 2021b)

Con respecto a los termocicladores, como indicado anteriormente, a pesar de que todos
los estudios realizaron la estandarizacion de los equipos de amplificacion y analisis post-
PCR, independientemente de si éstos fueron los recomendados por los kits; los
investigadores de los estudios seleccionados no detallaron los procedimientos de
validacién, que son los mismos para los Laboratorios de Diagnéstico Molecular basado en
técnicas de RT-PCR. Ho Kim y colaboradores en el afio 2018, en su estudio evaluaron el
rendimiento de equipos de amplificacion y describieron los parametros necesarios para
una validacién correcta. Aqui encontramos la determinacion de la temperatura de
hibridacion a través del PCR de gradiente de temperatura; el nimero de ciclos necesarios
para la deteccion del amplicén, a través del establecimiento del umbral de ciclos (Ct) y la
curva estandar adecuada en aquellos kits donde el resultado es de tipo cualitativo absoluto,
como es el caso del kit Bio-Evolution para T. gondii. El grupo de Ho Kim sefiala que para

una buena validacién se debe usar cebadores y sondas que sean especificas para los
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genes que se desea identificar (Ho Kim et al., 2018), requisito que se cumple en todos los

kits en los que se basa este trabajo.

Es fundamental recalcar que la sensibilidad y especificidad analiticas, obtenidas en los
estudios en los diferentes laboratorios parten de los parametros anteriormente
especificados. Smith en el afio 2021 realiz6 un protocolo de validacion en el que utilizé dos
equipos de amplificacién para comparar sus variaciones, tomando en cuenta el nimero y
tipo de muestras, el proceso de extraccion de ADN y la monitorizacion permanente de los
controles, para determinar la sensibilidad y especificidad analiticas (Smith, 2021a). A este
respecto, estudios previos como el de Sterkers y colaboradores ya habian analizado la
integridad de los resultados de los test de PCR en muestras de ADN almacenadas teniendo
en cuenta la temperatura y tiempos de conservacién y las caracteristicas de los
termocicladores; llegando a la conclusion de que estos pardmetros son indispensables
tanto para obtener y mantener un ADN en condiciones Optimas como para obtener
amplicones utiles para el diagndstico molecular en parasitologia (Sterkers et al., 2010).

En resumen, la mayoria de los estudios seleccionados utilizaron los equipos
recomendados por el fabricante, lo cual proporciona resultados bastaste fiables, ya que el
fabricante ha estandarizado sus kits con los termocicladores indicados. Otros estudios
seleccionados, no siguieron las instrucciones del fabricante en cuanto al kit de extraccion
de DNA y equipos de amplificacion, por lo que realizaron una validacién extra de los kits
y/o termocicladores utilizados, sin que se vean afectados los resultados en cuanto a

sensibilidad y especificidad analiticas de los kits escogidos.

4.3. Semejanzas y diferencias del rendimiento analitico de los
kits de RT-PCR.

Los autores Robert-Gangneux y colaboradores en el afio 2017 y Tomasoni y
colaboradores en el afio 2019, usaron el kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, mientras que los
autores Nourrisson y colaboradores en el afio 2021 y Filisetti y colaboradores en el afio
2015 utilizaron el kit Bio-Evolution para T. gondii, estos dos kits estan dirigidos al gen REP-
529 y estos autores encontraron que, utilizar esta secuencia codificante como blanco
proporciona una alta sensibilidad a las reacciones de RT-PCR debido a que este gen se
repite de 200 a 300 veces, aumentando sensiblemente la capacidad de deteccion de esta

secuencia en la amplificacion, convirtiéndose en un fragmento diana muy usado para los
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kits comerciales (Robert-Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019) (Filisetti et al.,
2015) (Nourrison et al., 2021). Pomares y colaboradores en el afio 2020, realizaron un
estudio para comparar el gen B1 con la secuencia codificante REP-529 llegando a la
conclusion que esta Ultima aumenta la sensibilidad de manera considerable (Pomares
etal.,, 2020). Esto se comprob6 en el presente trabajo, puesto que los grupos de
investigadores que han trabajado con el REP-529 han obtenido, independientemente del
laboratorio, del nimero de muestras y del tiempo de almacenamiento de las muestras

utilizadas en cada estudio.

Las muestras usadas en los tres kits fueron de liquido amniético. Se mencion6 que
estas muestras fueron tomadas por amniocentesis y tenian que pasar por pasos previos a
la extraccion, utilizando el kit de extraccion especifico, como es centrifugar la muestra para
posteriormente eliminar el sobrenadante (Robert-Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al.,
2019) (Nourrison et al., 2021) (Filisetti et al., 2015) (Brenier-Pinchart et al., 2021) (Ddskaya
et al., 2019).

Filisetti y colaboradores en el afio 2015 y Nourrisson y colaboradores en el afio 2021,
utilizaron el mismo kit Bio-Evolution para T. gondii, en la preparacion de amplificacion del
ADN de T. gondii, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Filisetti et al., 2015)

(Nourrison et al., 2021), como se indica en la Tabla 8.

Robert-Gangneux y colaboradores en el afio 2017 y Tomasoni y colaboradores en el
afios 2019, utilizaron el kit Toxoplasma g. ELITe MGB® segln la recomendacion del
fabricante para preparar la solucién de amplificacién (Robert-Gangneux et al., 2017)
(Tomasoni et al., 2019), como se indica en la Tabla 8. Este kit tiene la particularidad de
que contiene un solo reactivo (Master Mix) listo para su uso, lo cual disminuye el tiempo

del proceso y limita al maximo los errores de pipeteo.

Doéskaya y colaboradores en el afio 2019 utilizaron el equipo Light Cycler 1.5, mientras
Brenier-Pinchart y colaboradores en el afio 2021 utilizaron los equipos Light Cycler 480 y
2.5, para realizar la amplificacion del kit LightMix® Toxoplasma gondii (Déskaya et al.,
2019) (Brenier-Pinchart et al., 2021).

Existen algunas semejanzas entre estudios seleccionados e insertos que ayudaron a
tener resultados de sensibilidad y especificidad analiticas elevadas, ya que realizaron la

preparacion de amplificacién como recomienda el fabricante (Filisetti et al., 2015) (Robert-
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Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019) (Nourrison et al., 2021), como también en
el uso de los equipos de amplificacion recomendados para los kits (Ddskaya et al., 2019)
(Brenier-Pinchart et al., 2021), especialmente cuando se empleé muestras de liquido
amniético, favoreciendo al ahorro de tiempo ya que los procedimientos y equipos utilizados

se encontraban ya validados y esto asegur6 la obtencién de resultados confiables.

Los estudios seleccionados al ho seguir las instrucciones de los fabricantes las cuales
estan descritas en la Tabla 9, dieron lugar a obtener diferencias entre sensibilidad y
especificidad analiticas, por lo que se identifico los pardmetros que afectaron este cambio,
uno de estos es que usaron distintos tipos de muestras y dependiendo del tipo realizaron
el procedimiento adecuado para preparar cada una de ellas con diferentes kits de
extraccion y equipos de amplificacion.

El kit Bio-Evolution para T. gondii, fue utilizado por Filisetti y colaboradores en el afio
2015 y Nourrisson y colaboradores en el afio 2021, los cuales utilizaron en su estudio 157
y 31 muestras respectivamente, con kits de extraccién de ADN y equipos de amplificacion
distintos (Filisetti et al., 2015) (Nourrison et al., 2021). Filisetti y colaboradores en el afio
2015 realizaron su estudio y obtuvieron una especificidad analitica mas baja, a la que
atribuyeron el uso de equipos de amplificacion y kits de extraccién no recomendados por
el fabricante, en comparacion con Nourrison y colaboradores que en el afio 2021 realizaron
un estudio comparativo con un tamafio de muestras muy pequefio, pese a esto no se vieron

afectados los valores de sensibilidad y especificidad analiticas

El kit Toxoplasma ¢g. ELITe MGB®, fue utilizado por Robert-Gangneux y sus
colaboradores en el afio 2017 y por Tomasoni y colaboradores en el afio 2021, realizaron
su estudio con 128 y 525 muestras, con kits de extracciéon de ADN diferentes (Robert-
Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019). En estos dos estudios los investigadores
concluyeron que no se vio afectada la sensibilidad y especificidad analiticas ya que
obtuvieron valores cercanos al 100%, pese a usar kits de extraccion no recomendados por
el fabricante, por lo que este kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, pudo ser adaptado a las

condiciones de cada laboratorio.

El kit LightMix ® Toxoplasma gondii fue utilizado por Déskaya y colaboradores en el
afo 2019 y Brenier-Pinchart y colaboradores en el afio 2021, los investigadores realizaron
sus estudios con 38 y 133 muestras respectivamente y ademas utilizaron kits de extraccion

diferentes (Brenier-Pinchart etal., 2021), ademas en el estudio de Dodskaya y
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colaboradores en el afio 2019, se realizaron ciertas modificaciones en el procedimiento de
reaccién de amplificacién (Doskaya et al., 2019). Si comparamos estos dos grupos, el de
Déskaya realizar6 su estudio con un tamafo de muestra pequefia, siendo ésta una de las
razones por la que la sensibilidad analitica fue del 87,5%, asi como que el proceso de
amplificacién también registré ciertas modificaciones (Ddgskaya et al., 2019). Mientras
tanto, el estudio de Brenier-Pinchart, que registré una sensibilidad y especificidad analiticas
del kit LightMix ® Toxoplasma gondii, del 98,1%, se caracteriz6 por utilizar un numero de
muestras mucho mayor (133 muestras) y la amplificacion siguié las recomendaciones del

fabricante (Brenier-Pinchart et al., 2021).

En resumen, estos estudios de RT-PCR realizados por los investigadores para la
deteccion de TC donde se evaluaron la sensibilidad y especificidad analiticas de los Kits,
(Filisetti et al., 2015) (Robert-Gangneux et al., 2017) (Tomasoni et al., 2019) (Ddéskaya
et al., 2019) (Nourrison et al., 2021) (Brenier-Pinchart et al., 2021), han demostrado que
estos parametros de rendimiento son dependientes de la calidad de la muestra, del tamafio
de la muestra, puesto que es conocido que para evaluar una prueba diagnéstica se
requiere un tamafio de muestra minima calculada manualmente o mediante un software
estadistico, que dependera también del tipo de estudio. Recordemos que mientras mayor
sea el niumero de muestras serd mas eficiente la valoracién de la sensibilidad y

especificidad analiticas (Bujang y Adnan, 2016).

Tabla 8.

Semejanzas y diferencias del rendimiento analitico de los kits de RT-PCR.

Autores Semejanzas Autores Diferencias
Filisetti et al., Kit Bio-Evolution Filisetti et al., 157 muestras
2015y para T. gondii. 2015 kit de extraccion de ADN (Mini kit de ADN
Nourrison Gen REP-529 QIlAamp, micro kit de AND QlAamp, PCR
et al., 2021 Muestra de High Pure, Tween-Nonidet-NaOH)
liquido amnidtico Equipo de amplificacion (Light Cycler 1.0,
Preparacion de Light Cycler 2.0, Light Cycler 480, ABI
amplificaciéon Prism 7000, ABI 7500)
Nourrison 31 muestras
et al., 2021 Sangre total, sangre de corddn, placenta.

Kit de extraccién de ADN (Cartucho para
extraccion de ELITe InGenius SP 200,
cartuchos de extraccién ELITe InGenius
SP 1000).

Equipo de amplificacion (ELITe InGenius)
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Autores Semejanzas Autores Diferencias
Robert- Kit Toxoplasma g. Robert- 128 muestras.
Gangneux ELITe MGB® Gangneux Muestras de placenta, sangre total,
etal., 2017y Gen REP-529 etal., 2017 biopsia, liquido cefalorraquideo.
Tomasoni Muestra de kit de extraccion de ADN (Minikit QlAamp
etal., 2019 liquido amniético ADN)
Preparacion de
amplificacion Tomasoni 525 muestras
etal., 2019 kit de extraccién de ADN NUCLISENS®
EASYMAG®
Doskaya et al.,, kit LightMix ® Doéskaya 38 muestras
2019y Toxoplasma etal., 2019 Preparacion de amplificacién
Brenier- gondii Sangre total, tejido, liquido
Pinchartetal., GenRE cefalorraquideo, liquido intraocular.
2021 Muestra de kit de extraccién de ADN Qiagen Mini kit
liqguido amnidtico Preparacion de amplificacion modificada
Equipo de por los investigadores.
amplificacion Brenier- 133 muestras
Light Cycler Pinchart Placenta, sangre total, liquido
etal., 2021 cefalorraquideo, humor acuoso, liquido

de lavado broncoalveolar, biopsia de
tejido, muestra de ganglios.

kit de extraccién de ADN Tween-Nonidet-
NaOH, Mini kit de ADN QlAamp, Roche®
MagNA pure Compact

Preparacion de amplificacién como
recomienda el fabricante.

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.l. Vaca
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Tabla 9.

Caracteristicas de los kits utilizados.

# Nombre Blanco Resulta Tipos de Kit de Reactivos Equipo de Caracteristicas del
del kit dirigido do muestra extraccioén proporcionados por el amplificacion rendimiento analitico
de ADN fabricante
Sensibilidad Especificidad
1 RTSTO1P REP-529 Cualitati Liquido EXTRAbloo TOXO Q-PCR Mix ELITe InGenius, 98 % 100 %
LD \Ye! amnidtico, d, NucliSENS
Toxoplas sangre NucliSENS easyMAG
ma g. completa, easyMAG
ELITe liquido Reagents
MGB® Kit cefalorraquideo
(Elitech®)
2 Bio- REP-529  Cualitati Liquido Mini kit MIX ABI7500 99 % 99 %
Evolution Voy amnidtico, QlAamp MG WATER (Applied
BE-A997- cuantitat sangre DAN, Control + Biosystems) o
AB ivo completa, NucliSENS  Control interno un LightCycler
(Toxoplas lavado bronco- easyMag, 480 1l (Roche)
ma alveolar, liquido  MagNA
gondii) cefalorraquideo, Pure,
muestras de QIlAcube,
biopsia BioRobot
(placenta) EZ1
3 LightMix Gen Cualitati  Liquido MagNA Viales con tapa verde LightCycler® 100 % 96,8 %
® Kit repetitivo  vo amnidtico, Pure Viales tapa blanca 480 Instrument
Toxoplas de 134 sangre Compact 6 estandares liofilizados
ma gondii  pares de completa, tejido, Lamina sellada para fila
(EC) - bases liquido estandar
TIB cefalorraquideo, Vial tapa blanca
MolBiol liquido Vial tapa negra
intraocular

Fuente: Investigacion.

Autores: S. Molinay M.I. Vaca
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Los estudios que utilizaron los kits Toxoplasma g. ELITe MGB® y Bio-Evolution BE-
A997-AB (Toxoplasma gondii), a pesar de las diferencias de metodologia de y las
caracteristicas de rendimiento de cada kit, han demostrado que estos kits son eficientes y
proporcionan una deteccion adecuada del parasito. Consideramos que, entre ellos, el
mejor para Ecuador es el kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, gracias a la enzima UNG que
es un elemento importante para evitar la contaminacion caracteristica de la amplificacién,
permitiendo que la prueba alcance una sensibilidad y especificidad analiticas cercanas al

100%, ademas de ser un kit bastante accesible.

4.4. Ventajas y limitaciones del uso de los kits de RT-PCR.

Las buenas practicas del manejo de estos tres kits permiten que los resultados sean
mas seguro y confiables, ya que estos presentan protocolos que ayudan a ahorrar tiempo
y se acreditan con mayor facilidad que los ensayos que se desarrollan en los laboratorios
(Morelle et al., 2012).

El kit Bio-Evolution BE-A997-AB (Toxoplasma gondii) tiene algunas ventajas como es
emitir resultados cualitativos y cuantitativos, este kit proporciona reactivos listos para su
uso, se puede utilizar una variedad de muestras y posee amplia gama de kits de extraccion
de ADN (Nourrison et al., 2021) (Filisetti etal., 2015). Los distribuidores del kit Bio-
Evolution BE-A997-AB (Toxoplasma gondii) se encuentran especificamente en Francia,
por lo que no se puede adquirir con facilidad en otros paises, a esto se suma la falta de

medios de comunicacién con los mismos.

El kit Toxoplasma g. ELITe MGB® proporciona un solo reactivo listo para su uso y
contiene una mezcla completa que posee la enzima UNG (Robert-Gangneux et al., 2017),
gue descarta cualquier tipo de contaminacién por los arrastres de productos de PCR

previamente amplificados (Aeschbach y Dion, 2017).

Robert-Gangneux et al. en el afio 2017 menciona que puede haber resultados falsos
negativos con el kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, cuando existen sustancias interferentes
como son al utilizar muestras con alta celularidad o con hemoglobina (Robert-Gangneux
et al., 2017); esto lo menciona también Doskaya et al., en el ano 2019 con respecto a las
interferencias que pueden ser causantes de resultados falsos negativos con el uso6 del

LightMix ® Toxoplasma gondii afiadiendo también que una elevada concentracion de
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proteinas pueden hacer que la sensibilidad del ensayo disminuya, asi como también los
resultados sean inexactos (Ddgskaya et al., 2019). Por otro lado, concuerda con lo dicho el
fabricante del kit Toxoplasma g. ELITe MGB®, ya que recomienda que se debe evitar que
el ADN que procede de la muestra contenga heparina, hemoglobina o etanol para no tener

problemas de inhibicion en el ensayo o que se pueda obtener resultados poco fiables.
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CONCLUSIONES

La prueba RT-PCR se considera en la actualidad una de las mas eficaces para el
diagnéstico de TC, tanto por su facilidad de manejo como por las técnicas que se
pueden utilizar para llegar a obtener resultados fiables y a corto tiempo, lo cual permite

al médico dar un diagndstico precoz y eficiente de la TC.

Gracias a las caracteristicas de rendimiento analitico se pudo determinar el kit mas
efectivo que es el Toxoplasma g. ELITe MGB® el cual esta dirigido al REP-529, ya que
éste presenta una sensibilidad del 100 % y especificidad analiticas entre el 99,7 y
100%, estas caracteristicas de rendimiento estan verificadas tanto en el inserto descrito

por el fabricante, como en los estudios mencionados en los articulos de revision.

El kit Toxoplasma g. ELITe MGB® fue el mas eficiente comparado con el kit Bio-
Evolution para T. gondii y el LightMix ® Toxoplasma gondii, ya que posee componentes
extra como es la enzima N-uracil glicosidasa que elimina la contaminacién que se

puede dar en el proceso de amplificacion.

El kit Toxoplasma g. ELITe MGB® emite confianza y fiabilidad en los resultados, ya
gue tiene una sensibilidad analitica del 100 % y especificidad analitica entre el 99,7 y
100%, lo que hizo que esta técnica sea mas sensible y especifica con muestras,
procedimientos y equipos de amplificacion recomendado por el fabricante, ademas
este kit Toxoplasma g. ELITe MGB® tiene mas accesibilidad para su adquisicién en el
Ecuador.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios epidemiolégicos de la TC en Ecuador para obtener

datos actualizados que ayuden identificar la incidencia de esta parasitosis.

Tomando como base los estudios anteriores, se recomienda realizar investigaciones
clinicas comparativas donde se establezcan las ventajas y desventajas de la aplicacion
de los métodos seroldgicos vs métodos moleculares para el diagnostico de TC en el
Ecuador.

Se recomienda el uso de pruebas seroldgicas y moleculares especialmente en
pacientes donde el diagnostico serolégico no se haya establecido de manera clara o

donde permanezca la duda diagnéstica.

Es importante tener en cuenta las ventajas y limitaciones de cada kit de RT-PCR, para

adquirir el kit mas apropiado para el diagnostico de TC en el Ecuador.
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Anexo 1.

ANEXOS

Matriz de estrategia de busqueda.

Base de datos

Estrategia de busqueda

NUmero de articulos

Fechade blsqueda

Pubmed

("Toxoplasma gondii infection" OR "Toxoplasmosis" OR "T. gondii") AND
("Real time PCR" OR "gPCR" OR "Quanttitive PCR")

216

12.10.2021

Scopus

TITLE-ABS-KEY ( ("Toxoplasma gondii infection” OR "Toxoplasmosis”
OR "T. gondii") AND ("Real time PCR" OR "gPCR" OR "Quanttitive
PCR")) AND ( LIMIT-TO (OA, "all')) AND (LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2021) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR
, 2019) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2018) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2017) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2016) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2015) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2014) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2013) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2012) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2011)) AND ( EXCLUDE (EXACTKEYWORD , "Nonhuman"))
AND (LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD, "Human"))

34

12.10.2021

Science Direct

("Toxoplasma gondii infection” OR "Toxoplasmosis" OR "T. gondii") AND
("Real time PCR" OR "gPCR" OR "Quanttitive PCR")

66

12.10.2021

MEDES

(toxoplasmosis]titulo] OR toxoplasmosis[resumen] OR
toxoplasmosis[palabras_clave]) AND (congénita[titulo] OR
congénita[resumen] OR congénita[palabras_clave]) AND (pcr]titulo] OR
pcr[resumen] OR pcr[palabras_clave])

12.10.2021

Dialnet

("Toxoplasmosis congenita™) AND ("pcr")

12.10.2021

EBSCO

("toxoplasmosis congénita" AND ("diagndstico molecular" OR "PCR en
tiempo real")

67

12.10.2021

49



Base de datos Estrategia de blisqueda Namero de articulos Fechade bisqueda

("Toxoplasma gondii infection" OR "congenital Toxoplasmosis" OR "T.
gondii") AND ("Real time PCR" OR "qPCR" OR "Quanttitive PCR")) AND
( mj:("Reaccion en Cadena en Tiempo Real de la Polimerasa" OR
BVS "Toxoplasmosis Congénita”) AND limit:("humans") AND la:("en" OR 29 12.10.2021
"es") AND year_cluster:("2019" OR "2017" OR "2020" OR "2021" OR
"2016" OR "2013" OR "2018" OR "2014" OR "2015" OR "2012")

("Toxoplasma gondii infection" OR "Toxoplasmosis" OR "T. gondii") 11 12.10.2021
Google Scholar AND ("Real time PCR" OR "gPCR" OR "Quantitative PCR")
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Anexo 2.

Matriz de recoleccion de informacion primaria.

Base de datos

Numero de articulos por identificar

Nimero de articulos duplicados

Numero de articulos sin duplicados

Pubmed
Scopus
Science Direct
MEDES

Dialnet

EBSCO

BVS

Google Scholar

216
34
66

3
2
67
29
11

92
24
36
3
2
32
7
10

124
10
30

0
0
35
22
1
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Anexo 3.

Lista de verificacion de informacion de STROBE (von Elm et al., 2007)

NUmero

Recomendacion

N° de
pagina

Titulo y resumen

(a) Indique el disefio del estudio con un término de uso comun en el titulo o resumen.

(b) Proporcionar en resumen un resumen informativo y equilibrado de lo que se hizoy lo
que se encontro.

Introduccién

Antecedentes/justificacién

Explicar los antecedentes cientificos y la justificacién de la investigacion que se informa.

Objetivos

Enunciar los objetivos especificos, incluida cualquier hipétesis preespecificada.

Métodos

Disefio de estudio

Presentar los elementos clave del disefio del estudio al principio del articulo.

Lugar

Describir el entorno, las ubicaciones y las fechas relevantes, incluidos los periodos de
reclutamiento, exposicion, seguimiento y recopilaciéon de datos.

Participantes

(a) Estudio de cohorte: indique los criterios de elegibilidad y las Fuentes y métodos de
seleccién de los participantes. Describir los métodos de seguimiento.

Estudios de casos y controles: Proporcione los criterios de elegibilidad y las Fuentes y
métodos de determinacién de casos y seleccién de controles.

Explicar el fundamento de la eleccion de casos y controles.

Estudio transversal: proporcione los criterios de elegibilidad y las Fuentes y métodos de
seleccion de los participantes.

(b) Estudio de cohorte: para estudios emparejados, proporcione los criterios de
emparejamiento y el nUmero de personas expuestas y no expuestas.

Estudio de casos y controles: para estudios emparejados, proporcione los criterios de
emparejamiento y el nimero de controles por caso.

Variables

Defina claramente todos los resultados, exposiciones, predictores, posibles factores de
confusion y modificadores de efectos. Dar los criterios de diagndstico, si corresponde.
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NUumero Recomendacién N° de
pagina
Fuentes de datos/ 8* Para cada variable de interés, proporcione fuentes de datos y detalles de los métodos de
medicién evaluacion (medicién). Describir la comparabilidad de los métodos de evaluacién si hay mas
de un grupo.
Parcialidad 9 Describa cualquier esfuerzo para abordar las posibles Fuentes de sesgo.
Tamanfo del estudio 10 Expliqgue cémo se llego al tamafio del estudio.
Variables cuantitativas 11 Explique cémo se manejaron las variables cuantitativas en los andlisis. Si corresponde,
describa qué agrupaciones se eligieron y por qué.
Métodos de estadistica 12 (a) Describa todos los métodos estadisticos, incluidos los utilizados para controlar los
factores de confusion.
(b) Describa cualquier método utilizado para examinar subgrupos e interacciones.
(c) Explique cémo se abordaron los datos faltantes.
(d) Estudio de cohorte: si corresponde, explique como se abordd la pérdida durante el
seguimiento.
Estudio de casos y controles: si corresponde, explique cémo se abordé la combinacién de
casos y controles.
Estudio transversal: si corresponde, describa los métodos analiticos teniendo en cuenta la
estrategia de muestreo.
(e) Describa cualquier andlisis de sensibilidad.
Resultados
Participantes (a) Informar el nimero de personas en cada etapa del estudio, por ejemplo, nimeros
potencialmente elegibles, examinados para determinar su elegibilidad, confirmados como
13* elegibles, incluidos en el estudio, completando el seguimiento y analizados.
(b) Explica las razones de la no participacion en cada etapa.
(c) Considere el uso de un diagrama de flujo.
Datos descriptivos 14* (a) Proporcione las caracteristicas de los participantes del estudio (por ejemplo,

demogréficas, clinicas, sociales) e informacion sobre exposiciones y posibles factores de
confusion.

(b) Indique el numero de participantes con datos faltantes para cada variable de interés.
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NUumero Recomendacién N° de
pagina
Resultados
(c) Estudio de cohorte: Resuma el tiempo de seguimiento (p. €j., cantidad promedio y
total)

Datos de resultado 15* Estudio de cohorte: Informe el niimero de eventos de resultado o medidas de resumen a
lo largo del tiempo.

Estudio de casos y controles: Informe de nimeros en cada categoria de exposicion o
medidas resumidas de exposicion.
Estudio transversal: Informe el nUmero de eventos de resultado o medidas de resumen.

Resultados principales 16 (a) Proporcione estimaciones no ajustadas y si corresponde, estimaciones ajustadas por
factores de confusién y su precisién (por ejemplo, intervalo de confianza del 95%).Aclare qué
factores de confusion se ajustaron y porqué se incluyeron

(b) Informe de los limites de las categorias cuando se categorizaron las variables
continuas.

(c) Si es relevante considere traducir las estimaciones de riesgo relativo en riesgo
absoluto para un periodo de tiempo significativo.

Otros analisis 17 Informar otros andlisis realizados, por ejemplo, analisis de subgrupos e interacciones y
analisis de sensibilidad.

Discusién

Resultados clave 18 Resumir los resultados clave con referencia a los objetivos del estudio.

Limitaciones 19 Discuta las limitaciones del estudio, teniendo en cuenta las fuentes de posibles sesgos 0
imprecisiones. Discutir la direccién y la magnitud de cualquier sesgo potencial.

Interpretacion 20 Dar una interpretacion general cautelosa de los resultados teniendo en cuenta los
objetivos, las limitaciones, la multiplicidad de analisis, los resultados de estudios similares y
otras pruebas relevantes.

Generalidades 21 Discutir la generalizabilidad (validez externa) de los resultados del estudio.

Otra informacién

Fondos 22 Indique la fuente de financiacion y el papel de los financiadores del presente estudio y

en su caso del estudio original en el que se basa el presente articulo.
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Anexo 6.

Matriz de recoleccién de informacion final.

Disefio de estudio

Informacion

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagnéstico molecular

Resumen

1
Comparison of an in house and a commercial real-time polymerasechain reaction targeting Toxoplasma gondii
RE gene using various samplescollected from patients in Turkey.

Muestras de pacientes en Turquia

Muestras de liquido amni6tico que fueron utilizadas para detectar el gen RE y el gen B1.
Kit comercial RT-PCR con sensibilidad de 87,5y 100% y especificidad del 96,8%

Para la extraccion de AND se usé Qiagen Mini kit

Estudios demuestran que el gen RE llega a hacer mas sensible y especifico en comparacion con el gen B1.
Gran cantidad de proteinas son interferencias en las pruebas. El kit de TIBMOLBIOL que detecta del gen RE en
este estudio fue usado como el estandar de oro por tener una sensibilidad del 100%y especificidad del 96,8%
La sensibilidad analitica que se tomd en encuentra para esta técnica fue de 10 copias.

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagnéstico molecular
Resumen

2
Multicentric comparative assessment of the bio- evolution Toxoplasma gondii detection kit with eight laboratory-
developed PCR assays for molecular diagnosis of congenital toxoplasmosis.

Mujeres embarazadas
Técnica molecular
Kit PCR en tiempo real Bio-Evolution dirigido al gen REP529.

El liquido amniético es una muestra de importancia para el diagndstico de toxoplasmosis congénita por medio
de PCR en tiempo real. En este estudio se realizé una comparacion de ensayos PCR que fueron desarrollados
por laboratorios con el kit comercial de bio evolution. Se analizaron 157 muestras obteniendo una concordancia
de 99 al 100%. El kit comercial usado iba dirigido al gen rep529.
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Disefio de estudio

Informacion

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagnoéstico molecular
Resumen

3
Risk of congenital toxoplasmosis in women with

low or indeterminate anti-Toxoplasma IgG avidity index in the first trimester of pregnancy: an observational
retrospective study

Mujeres embarazadas
Estudio observacional retrospectivo
PCR en tiempo real Toxoplasma gondii ELITe MGB dirigido al gene rep529

Este tipo de kit gPCR presenta una Sensibilidad 100% y una especificidad 99,7%, por lo cual se recomienda el
uso de esta técnica con este kit en particular para el diagndstico de toxoplasmosis congénito especial porque
se encuentra dirigido al gen rep529 que es una secuencia que mas se uso para los kits comerciales.

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagnéstico molecular

Resumen

4
Evaluation of Toxoplasma ELITe MGB real-time PCR assay for diagnosis of toxoplasmosis

Mujeres embarazadas

Técnica molecular

PCR en tiempo real Toxoplasma gondii ELITe
MGB dirigido al gene rep529

El kit comercial ELITe MGB (Elitech) se considera en este estudio un ensayo muy adecuado para el diagnéstico
de toxoplasmosis congénita ya que llego a presentar una sensibilidad del 89% y una especificidad del 100%.
Este puede llegar a detectar el parasito, aunque se encuentre en bajas concentraciones en las muestras que se
estan analizando. Se ha visto una tendencia en la creacion de kits comerciales, pero son caros, aunque se
puede ver la facilidad de uso y sus otras ventajas de dar resultados precisos. Se debe tener en cuenta el uso
de muestras que se va a usar ya que de eso va a variar la sensibilidad o el método que se use para la
extraccion del ADN. Se realizé una comparacion entre kits de extraccién EXTRAblood el cual fue
recomendacion del fabricante o el QlIAamp DNA minikit. Se creado muchos kits, pero pocos se han evaluado
por lo cual es importante dirigir las investigaciones a este tipo de campo.
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Disefio de estudio

Informacion

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagnéstico molecular
Resumen

5
Evaluation of Two Commercial Kits on the Automated ELITe InGenius PCR Platform for Molecular Diagnosis of
Toxoplasmosis

Técnica molecular
PCR en tiempo real con el kit ELITe y Bio-evolution

Se realiza una comparacion entre el kit comercial ELITe y Bio-evolution, ya que estos dos kits estan dirigidos a
detectar el Rep529 de T. gondii. Todos los pasos que se realizaron fueron los mismos que mencionaban los
fabricantes. Las muestras que se usaron muestras de liquido amniético y plasma que fueron liofilizadas.
Evaluaron el rendimiento en cuanto a la secuencia que se detectaba, los tipos de sondas, los volimenes de
reactivos y de muestras, al igual que los ciclos y si el reactivo proporcionado contiene N-uracil glicosidasa.

N° de articulo seleccionado
Titulo del articulo

Poblacion
Metodologia
Diagndéstico molecular
Resumen

6

Multicenter comparative assessment of the TIBMolBiol® Toxoplasma gondii detection kit and four laboratory-
developed PCR assays for molecular diagnosis of toxoplasmosis

Mujeres embarazadas

Técnica molecular

PCR en tiempo real con el kit comercial TIBMolBiol

Se realiza una comparacion del kit comercial TIBMolBiol con 4 ensayos que han sido desarrollados por
laboratorios que procesan muestras de toxoplasmosis congénita, asi como toxoplasmosis. Se analizaron las
caracteristicas de los ensayos como los kits de extraccion que uso cada uno, asi como los equipos de PCR. A
pesar de que se llegd a detectar una sensibilidad y especificidad de 98% para los ensayos que fueron
desarrollados en los laboratorios el kit comercial aumento este valor al usar las muestras por multiplicado.
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