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RESUMEN

La toxoplasmosis es una infeccion cosmopolita causada por el parasito
intracelular obligado Toxoplasma gondii. Este parasito infecta muchas especies
de aves y mamiferos incluyendo al ser humano. En personas
inmunocompetentes la infeccion por T. gondii regularmente se presenta de
manera asintomatica y autolimitada. Una de las formas mas severas es la
toxoplasmosis congénita, ocasionando el desarrollo de secuelas irreversibles y
en ocasiones hasta muerte del feto. La posibilidad de prevenir la toxoplasmosis
congénita estriba en el diagndstico de infeccion aguda en mujeres
embarazadas ya que de esto dependera el tratamiento que se administre a la
madre, que se ha demostrado disminuye tanto transmisién y el grado de
afectacion al producto. También ha sido util demostrar la infeccidén en recién
nacidos aparentemente sanos.

Generalmente se ha considerado la presencia de anticuerpos IgM como un
indicador de infeccion reciente (aguda), sin embargo, se ha observado que
existen casos donde la IgM puede durar hasta mas de un afio. Mientras que la
presencia de anticuerpos de clase IgG, solo significa contacto con el parasito y
no permite discernir entre la fase aguda 6 cronica.

Para el diagnéstico de la infeccion aguda por T. gondii, se han desarrollado
algunas estrategias. Una de ellas consiste en titular los anticuerpos IgG en
muestras seriadas, y determinar si los titulos de estos anticuerpos estan
aumentando (infeccion aguda). La otra es determinar la avidez de los
anticuerpos, que es la afinidad promedio que tienen éstos para reconocer al
antigeno, y tiene la ventaja de que puede darnos una indicacién de la fase de
infeccion con una sola muestra, lo que permite tomar decisiones terapéuticas
mas tempranamente. En este estudio se adapté un ELISA previamente
estandarizado en muestras de suero y sangre embebida en papel filtro para
convertirlo en un ensayo de avidez de IgG. El ensayo de avidez consistié en
llevar a cabo los pasos generales de un ELISA indirecto con la diferencia de
que se realizaron lavados o incubaciones con wurea, a diferentes
concentraciones, después de incubada la muestra. La urea es un agente capaz

de romper los enlaces antigeno — anticuerpo cuando estos son débiles. El valor



de avidez se obtuvo dividiendo la absorbancia de la muestra con urea entre la
absorbancia de ésta sin urea y asi se pudieron establecer los rangos a partir de
los cuales se determiné si un caso era agudo o cronico.

Se usaron muestras de suero o de sangre embebida en papel filtro de
pacientes infectados por Toxoplasma gondii pertenecientes a grupos tanto de
alta como de baja probabilidad de infeccion aguda, los cuales se definieron por
medio del resultado de pruebas presuntivas (presencia de anticuerpos IgM,
IgA, 1gG con un extracto crudo o la proteina p30 como antigeno y diferencia en
titulos de anticuerpos IgG) .Estos resultados se obtuvieron por medio de ELISA
y Western blot.

Para adaptar el ensayo de avidez en muestras de suero, se probaron diferentes
concentraciones de urea (6M y 8M) con diferente tratamiento (lavados o
incubaciones de 30min), diferentes diluciones de muestra (1:50 — 1:800) y 3
concentraciones del extracto crudo como antigeno (0.5, 1.0 y 2.0), iniciando
con las mas cercanas a lo reportado en la literatura. Al elegir las mejores
condiciones para el ensayo, se desecho la concentracion de antigeno 0.5
ug/mL porque no permitié distinguir entre casos agudos e intermedios-crénicos,
y la dilucién de suero 1:50, ya que provocé fondo en los resultados.

Entre las otras condiciones aplicadas al ensayo, no se eligieron algunas en
especifico, ya que en todas se pudo distinguir entre casos pertenecientes a
alguna de las 3 etapas de infeccién. Las diferencias entre los valores de avidez
de cada etapa fueron significativas (P < 0.05); asi mismo, las correlaciones
entre las condiciones del ensayo resultaron altas ademas de significativas
(R>0.91; P<0.0001).

Con base en los resultados obtenidos en muestras de suero, se realizé la
adaptacion del ensayo en muestras de sangre embebida en papel filtro. Se
inicié con las mismas condiciones tanto de antigeno como de urea, variando
unicamente la dilucion de la muestra, la cual se us6é a partir de 1:80 (una
perforacion de 3mm de diametro de la muestra, equivalente a 5uL de sangre
[2.5 uL de suero] en 200 de PBS-Tween). Al igual que en suero, todas las
condiciones aplicadas al ensayo permitieron distinguir entre etapas de

infeccidn, las diferencias entre los valores de avidez fueron significativas (P <



0.05). También las correlaciones entre condiciones fueron altas y con
significancia estadistica (R > 0.93; P < 0.0001).

Como no hubo diferencias significativas entre distintas condiciones para
realizar el ensayo, se elaboraron los rangos de valores de avidez en los que se
consideré a cada muestra como aguda, intermedia o cronica, para cada una.
Entre los valores de avidez de una muestra en suero y su correspondiente en
sangre embebida en papel filtro, la correlacion fue alta, situacién que fue
corroborada por el analisis estadistico (U de Mann-Whitney) en el cual las
diferencias no resultaron significativas.

A partir de los valores de avidez, se determind la frecuencia de casos
verdaderos agudos y verdaderos intermedios-crénicos dentro de los grupos
formados por los criterios de clasificacion, asi como la relacidén existente entre
ellos para ubicar las pruebas presuntivas mas adecuadas con el fin de definir el
la etapa de infeccion. La diferencia de anticuerpos IgG entre muestras
seriadas, la respuesta conjunta a un extracto crudo y a la proteina p30, y el uso
del diagnostico del recién nacido para definir la fase de infeccion en la madre,
fueron los criterios de clasificacion de muestras que tuvieron mayor relacion
con los valores de avidez (P < 0.0001, P < 0.0001 y P = 0.03, respectivamente.
Contrariamente, los niveles de IgM y la diferencia de titulos de anticuerpos I1gG
de una misma muestra a dos concentraciones de antigeno, no mostraron
relacion alguna con los valores de avidez (P= 0.39 y P= 0.65 respectivamente).
Por lo tanto se recomiendan solo los tres primeros criterios para establecer el
riesgo de que un caso se encuentre en infeccién aguda.

Y dado que el ensayo de avidez mantuvo buena correlacién con la diferencia
de anticuerpos IgG en muestras seriadas, que es el método mas usado para
definir un caso dentro de infeccién aguda o crénica, resulta confiable emplearlo
para la confirmacién oportuna de casos en los que se cuente con una sola
toma. Ademas no se limita a muestras de suero ya que, como se menciono,
existe buena relacion entre éstas y las muestras de sangre embebida en papel
filtro, por lo que se pueden usar ambas indistintamente para la determinacién

de avidez.



INTRODUCCION

ASPECTOS GENERALES DEL PARASITO

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado, capaz de sobrevivir en
el interior de los macrofagos y, en general, de toda célula nucleada de
cualquier mamifero. Su nombre proviene del griego y hace referencia a su
forma en arco o media luna. Es un protozoario perteneciente al orden de los

Coccidia."?® Puede presentarse bajo tres formas:
e Taquizoitos o trofozoitos.

¢ Quistes tisulares, que contienen bradizoitos

¢ Ooquistes, que contienen esporozoitos

Los taquizoitos son formas de divisidn rapida, observadas en la infeccion
aguda, son ovales o en forma de media luna y su tamafo es de 3-4 um de
ancho por 7-8 ym de largo. No permanecen mucho tiempo fuera de la célula.
Residen en vacuolas y, al dividirse, pueden provocar la lisis celular o dar lugar
a los bradizoitos que sobreviven en los quistes tisulares. Estos se forman en el
interior de las células cuando la aparicion de anticuerpos y la inmunidad celular

especifica limitan la proliferacion de los taquizoitos (figura 1). *°

Figura 1. Microfotografias electrénicas de barrido (izquierda) y de transmisién (derecha) de Toxoplasma gondii en su
estadio de taquizoito (T). En la figura de la derecha se marcan algunos organelos, como el conoide (C), los micronemas

(MN), las roptrias (R) y los granulos densos (DG). La barra de abajo equivale a 2 y 1 um, respectivamente.



Los quistes son formas resistentes, que pueden llegar a alcanzar un tamano de
10 a 200 um y contener miles de bradizoitos, formas de multiplicacién lenta.
Los quistes pueden encontrarse en cualquier érgano, pero predominan en el
SNC y en el tejido muscular (corazdén y musculo esquelético estriado), donde
pueden persistir en fase de latencia durante toda la vida y son capaces de
reactivarse. La desecacion, la congelacion por debajo de los —20 °C y el calor

superior a 60 °C los destruye.*°

Los ooquistes son formas ovales de 10-12 uym que se eliminan con las heces
de los gatos (unicos huéspedes definitivos de T. gondii) que han ingerido
quistes tisulares u ooquistes esporulados. En el medio ambiente los ooquistes
maduran en 1 a 5 dias (se requieren condiciones de humedad y temperatura
entre 4 y 37 °C), al formarse en su interior 8 esporozoitos.® Una vez
esporulados persistiran con capacidad infectante hasta 18 meses. La ebullicién

o bien el calor seco a temperaturas superiores a los 66 °C los destruye.’

CICLO DE VIDA

El ciclo de reproduccion sexual se inicia en algun felino (como el gato
doméstico de importancia para el ser humano), que corresponde al huésped

definitivo, &°

ingiere carne con formas infecciosas llamadas quistes tisulares
que contienen bradizoitos (formas de proliferaciéon lenta). Una vez que pasan
al intestino, las enzimas digestivas rompen estos quistes y se liberan las formas
infectivas del parasito que invaden el intestino delgado. Aqui, se lleva a cabo la
gametogonia, que corresponde a un proceso sexual de reproduccién que
origina el ooblasto, que a su vez da origen al ooquiste inmaduro, que contiene
las fases infecciosas llamadas esporozoitos y que es eliminado con las

heces.'®"

En el ciclo de reproduccion asexual, los huéspedes intermediarios se pueden
infectar por ingestion de ooquistes esporulados o quistes tisulares presentes en
tejidos de otros huéspedes intermediarios.  Una vez ingeridos, la pared es
destruida por las enzimas digestivas, con lo cual se liberan los esporozoitos o
los bradizoitos, respectivamente,’® que tras invadir las células del epitelio

intestinal, se convierten en taquizoitos, y, después de replicarse, se diseminan



y pueden alcanzar cualquier 6rgano, aunque se localizan sobre todo en el
musculo esquelético, el corazén y el cerebro. Los taquizoitos se multiplican en
el interior de las células y, al lisarlas, invaden por contiguidad las células
proximas y pueden permanecer viables durante periodos muy prolongados en
el interior de los macréfagos. La multiplicacion cesa con la apariciéon de la
respuesta inmunitaria (humoral y celular). Como consecuencia, los taquizoitos
se transforman en bradizoitos y se enquistan, permaneciendo viables durante
toda la vida del huésped. La proliferacion de los taquizoitos se puede prolongar
mas tiempo en el SNC y en la retina de los pacientes, debido a la dificultad de
los anticuerpos para alcanzar estos lugares o en caso de que la primoinfeccién
se produzca en un huésped inmunodeprimido. Las reactivaciones se producen

por depresiones transitorias o permanentes de la inmunidad celular (figura 2)."
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.



VIAS DE TRANSMISION

Las principales vias de transmision al ser humano son:

a) Laoral

Por la ingestidén de agua o alimentos contaminados con heces de gato o la de
carne cruda o insuficientemente cocida de borregos, cerdos y cabras, y aun de
aves que contengan quistes tisulares del parasito.”'*">® La convivencia con
gatos tiene una relacidén estrecha con la seroprevalencia de anticuerpos ya que
ésta es por lo menos dos veces mayor entre personas con gatos en sus casas

que en aquellas que no los tienen.®1"*3

b) La transplacentaria

Durante el periodo inicial de la infeccion, el parasito circula en sangre por lo
que cuando una mujer que se infecta por primera vez en el embarazo o en un
momento cercano al mismo, tiene riesgo de que el parasito invada la placenta y

pase al feto.'®1920

A pesar de que ella es capaz de responder
inmunoldgicamente y limitar al parasito en sus tejidos, no evita la transmision al
nifio, que esta condicionada a factores como la carga parasitaria y la virulencia
de la cepa, asi como el trimestre de la gestacion en la que se dé.?" Asimismo,

se ha observado transmision a través de la leche materna.®?2

c) Otras

Existe la posibilidad de adquirir una toxoplasmosis también a partir de
transfusiones de sangre total o leucocitos provenientes de pacientes en fase de
diseminacion hematégena o bien a través de organos trasplantados que
contengan quistes del parasito. También se ha descrito la inoculacién

accidental en personal de laboratorio. °



EPIDEMIOLOGIA

La toxoplasmosis es altamente prevalente en seres humanos, aunque su
frecuencia varia dependiendo de las condiciones climatoldgicas, y los habitos
higiénicos y alimentarios.'"*

Se ha estimado que alrededor de un tercio de la poblacién humana mundial
presenta anticuerpos de clase IgG contra T. gondii en suero, que indican
contacto con este parasito.” La prevalencia de seropositivos es mas alta en
las regiones tropicales o en lugares donde se consume la carne cruda. Este
valor es bajo en nilos menores de cinco afos y alcanza su maximo entre los
20 y los 50 afios, segun la regidon geografica. Se ha encontrado alta prevalencia
en diversos lugares como Francia, algunas lIslas del Pacifico y paises de
América Central, como Panama y Costa Rica. ?*?° En Latinoamérica, donde la
ingesta de carne mal cocida es comun y donde la poblaciéon de felinos es
abundante y el clima favorece la sobreviva de los ooquistes, se han encontrado
tasas de seroprevalencias muy elevadas, con valores que van desde el 9 al
98%. 23,26

En México varios autores han reportado valores entre 16 y 56%." En la
Encuesta Nacional Seroepidemiologica de México en 1987 se encontraron
anticuerpos en 50% de los individuos, con variaciones regionales que van
desde 17% para Baja California Sur hasta 67.5% para Tabasco. "%

En cuanto a la epidemiologia de infeccion en mujeres embarazadas en México,
se ha referido una seropositividad del 18.2% al 30% y de éstas el 34.5% de sus
hijos nacieron infectados.'* En nuestro grupo de investigacion se ha llevado a
cabo un estudio en una poblacion de mujeres embarazadas, del Estado de
Morelos, en el que se encontrd una seroprevalencia de 11% para IgM y de 84%
para IgG.

Para la infeccion congénita, se tiene un estudio de Roch y Bravo-Becherelle en
el que encontraron que de cada 1000 recién nacidos de la ciudad de México,
19 tenian anticuerpos IgM contra T. gondii. ?’Finalmente, en un estudio reciente

de 1003 nifios de la Ciudad de México encontraron 2 casos positivos a IgM. 28



ASPECTOS CLINICOS

Debido a que las personas inmunocompetentes desarrollan una respuesta
innata, seguida de una adaptativa (inmune) humoral y celular,y restringen el
crecimiento del parasito, la infeccion por T. gondii suele ser asintomatica y
autolimitada. Este estado pasa inadvertido en el 80 al 90% de los adultos y en
nifios con infeccion adquirida después del nacimiento.®" Una infeccidn primaria
por Toxoplasma gondii induce una respuesta inmune especifica que protege
contra cualquier re-infeccion. Por lo anterior, se suele generalizar que T. gondii
produce problemas clinicos graves en casos en los cuales la respuesta inmune
esta deprimida o no se ha desarrollado, como en el caso de los pacientes con
transplante, con VIH, y los seres humanos durante el desarrollo embrionario y

fetal. 132

Toxoplasmosis en pacientes inmunodeprimidos

La toxoplasmosis en individuos inmunodeprimidos como es el caso de
pacientes que han recibido algun transplante o en pacientes con VIH, ocasiona
graves problemas clinicos e incluso puede ser fatal. Principalmente ocasiona
problemas como coriorretinitis y consecuente pérdida de la visién, dafios en el
sistema nervioso central, pulmones y corazén. La probabilidad de desarrollar la
toxoplasmosis aguda es mayor debido a una reactivacion de una infeccidon
latente, o a una primo-infeccion de fuentes exdgenas tanto por via oral como
por érganos contaminados transplantados. Mas del 50% de los pacientes con
SIDA y toxoplasmosis presentan manifestaciones clinicas de afectacion
cerebral (encefalitis, meningoencefalitis, etc.), y mas del 95% de los casos se
deben a una reactivacion de la infeccion por T. gondii. "***Por lo anterior, en
pacientes con SIDA los anticuerpos IgM rara vez son detectados, ¥por lo que
se ha intentado la demostracidon del parasito mediante procedimientos
histolégicos o inmunohistoquimicos (cuando ya es demasiado tarde), o
mediante el aislamiento del parasito in vivo o in vitro, o bien mediante PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa). Dado que el parasito no circula libre en
sangre, sino dentro de leucocitos y durante periodos cortos, esta técnica no ha

resultado de alta sensibilidad.



Toxoplasmosis congénita

Si una mujer se infecta por primera vez durante el embarazo o en un momento
cercano al mismo, puede ocurrir la infeccion de la placenta y del feto. 18192026 o
pesar de que ella es capaz de responder inmunolégicamente y limitar al
parasito en sus tejidos, no evita la transmisién al nifio. El riesgo de adquirir la
infeccion en el primer trimestre es menor; sin embargo, si llega a ocurrir, las
consecuencias son fatales, pues puede presentarse muerte y aborto
espontaneo. En la etapa mas tardia del embarazo la frecuencia de transmisién
al feto es alta pero la severidad del dano es baja y el bebé generalmente nace
asintomatico, aunque puede desarrollar secuelas posteriormente. ' 2% 3*Por lo
tanto la severidad del dafio depende del momento en que la madre adquiere la
infecciéon durante el embarazo. ?>?° Se ha reportado que el 80% de los nifios
infectados son asintomaticos al nacer.' El recién nacido con toxoplasmosis
congénita sintomatica (normalmente adquirida durante el segundo trimestre de
gestacion) presenta formas clinicas graves, incluyendo lesiones neurologicas
y oculares, e incluso puede morir. 233

Una de las posibilidades para prevenir la toxoplasmosis congénita o las
consecuencias graves de ésta, estriba en el diagndstico de la primo-infeccion
materna durante le embarazo.’”**** De confirmarse la infeccién aguda vy
dependiendo del tiempo de gestacién puede interrumpirse el embarazo, o
proporcionar tratamiento a la madre con espiramicina (farmaco que no
atraviesa la barrera placentaria) para disminuir la circulacién del parasito en
sangre y su transmision al bebé en gestacion. **°A partir de la semana 18 de
gestacion es posible tomar una muestra de liquido amniético o de sangre fetal
e intentar el aislamiento del parasito por inoculacién de ratones o cultivo
celular, asi como analisis de la muestra por PCR 4Oy si el feto esta infectado
se le da tratamiento a través de la madre. '>3°4°

El diagndstico de infeccion congénita en neonatos asintomaticos al nacimiento
permite proporcionar tratamiento farmacolégico a los nifios, lo que disminuye la
6, 41

posibilidad de que se generen secuelas o la gravedad de las mismas.

Antes de llevar a cabo una amniocentesis o, incluso de proporcionar
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tratamiento preventivo a la madre, es muy importante demostrar que la
paciente cursa con infeccidon aguda.*® Asi mismo, demostrar la infeccién aguda
en los neonatos es imprescindible para tomar la decisién de dar tratamiento, el

cual es altamente toxico y prolongado.

Tratamiento

Existen diversos farmacos empleados para el tratamiento de infeccién por T.
gondii. Principalmente se emplean las sulfonamidas que son agentes
antibacterianos que inhiben a la enzima sintetasa del acido dihidrofélico e
interfieren con la habilidad del parasito para utilizar el acido p-aminobenzoico.
La sulfadiacina, sulfametacina y sulfameracina son las que han mostrado
mayor eficacia. "En combinacion con los inhibidores de la enzima dihidrofolato
reuctasa (DHRF), proporcionan un bloqueo secuencial del metabolismo de
folatos a dos niveles, por lo que existe una actividad sinérgica contra T. gondii.
Dentro de éstos ultimos la pirimetamina es el farmaco mas utilizado. La
combinacion que ha dado mejores resultados es la de pirimetamina y la
sulfadiacina, se estima que la sulfadiazina multiplica por 6 su accién
antiparasitaria. *°La pirimetamina esta contraindicada antes de las 16 semanas
de gestacion por el riesgo teratogénico que provoca. El acido folinico se
administra al mismo tiempo que el tratamiento con pirimetamina/sulfadiacina,

ya que permite eliminar los efectos adversos de estos agentes. *°

RESPUESTA INMUNE

En un individuo inmunocompetente la infeccion por T. gondii induce una

respuesta innata mediada por macréfagos, células dendriticas y células NK,
seguida por una respuesta inmune adquirida tanto humoral como celular. "2

Por esto la infecciéon puede autolimitarse y pasar practicamente inadvertida °

(figura 3).
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a) Respuesta celular

Durante la fase activa de la infeccidon, los taquizoitos invaden células y se
multiplican exponencialmente: cada taquizoito puede dar origen hasta a 32
parasitos; entonces, las células son destruidas y son liberados e invaden
células vecinas. Durante este proceso, algunos parasitos pueden interaccionar
con células del sistema inmune. Las células presentadoras de antigenos
(CPAs) procesan algun taquizoito y lo presentan a través de antigenos del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, de las siglas en inglés). Si los
antigenos son presentados por medio del MHC clase |, son reconocidos por los
linfocitos-T CD8+ y proliferan, que son capaces de identificar células corporales
que presentan por el MHC-I antigenos especificos, y se lleva a cabo el proceso
de citotoxicidad, para finalmente inducir apoptosis a las células infectadas. Al
mismo tiempo, algunas CPAs presentan antigenos a través del MHC clase |l
interactuando con linfocitos-T CD4+; si en el microambiente se encuentran
algunas citocinas como la interleucina 12 (IL-12), se desarrolla una respuesta
de tipo Th1 contra T. gondii, liberando citocinas como interferén-gamma (IFN-
v), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) e IL-15, que activan a macrofagos y
células NK, los cuales son importantes para controlar la replicacion de los
taquizoitos en ambas fases de infeccion, aguda y cronica, ademas de que son

capaces de activar a mas linfocitos-T CD8+ y CD4+. 424

Al inicio de la infeccién algunos linfocitos T-CD4+ liberan IL-2 que activa a los
linfocitos-B con receptores especificos, que han sido estimulados, y éstos se
diferencian a células plasmaticas para después dar origen a anticuerpos
séricos dirigidos contra antigenos del parasito *?. Asimismo, algunos antigenos
de T. gondii interactuan directamente con receptores de linfocitos-B y éstos son
capaces de producir inmediatamente anticuerpos de clase IgM (fase aguda de

la infeccion), e IgG . °
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Figura 3.Respuesta inmune celular y humoral contra Toxoplasma gondii. Ag: antigenos, CPA: células presentadoras de
antigeno, B: linfocitos B, NK: células natural killer, Mo: macréfago, Th: linfocitos Th I'y 2, MHC | y II: complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | y II, IL: interleucinas, Cp: célula plasmatica, IFN g: interferon gamma, NO: éxido nitrico,
O': radical libre de oxigeno, IgM, IgG, IgA, IgE: inmunoglobulinas tipo M, G, Ay E.

b) Respuesta humoral

La respuesta inmune humoral se pone de manifiesto con la presencia de los

anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en el suero (figura 4).

Anticuerpos IgM

Este tipo de anticuerpos aparecen 1 a 2 semanas después de la infeccion y
llegan a su maximo a las 2-3 semanas. 2°*?>*’Por mucho tiempo, su deteccién
fue considerada como el marcador de la fase aguda, pero la evidencia de que

los titulos de IgM anti-Toxoplasma pueden permanecer detectables durante
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muchos meses, o incluso anos, después de producida la infeccion primaria ha
cambiado este concepto. “®Por lo anterior, el principal valor de las IgM radica
en que su ausencia puede practicamente descartar la infeccion reciente, y por
el contrario su presencia implica la necesidad de proseguir el estudio de un

paciente.

Anticuerpos IgA

Considerado también como un marcador de fase aguda y juega un papel
importante en la inmunidad de la mucosa oral contra infeccién por T. gondii.
“’Se ha comprobado que, si bien al igual que la IgM puede también
permanecer positivo varios meses después de la primoinfeccion, el porcentaje
de IgA residuales es mucho menor que el de las IgM. En el adulto, la cinética
de la produccion de IgA especifica es practicamente paralela a la de la IgM,

aunque aparece un poco mas tarde y desaparece mas precozmente. 4

Infeccion aguda IeG Infeccion cronica

e
=

=
=
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<
=

Infeccion
Toxoplasma
gondii

Figura 4. Respuesta de anticuerpos contra foxoplasma gondii.
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Anticuerpos 1gG

La presencia de anticuerpos IgG implica que ha habido contacto entre el
paciente y el parasito en alguin momento de la vida. La infeccién aguda o
reciente suele acompanarse con titulos elevados, pero no se trata de un criterio
diagndstico definitivo. Si existe la evidencia de una seroconversién o de un
aumento significativo del titulo de 1gG entre dos muestras separadas 3-4

semanas, es diagnostica de infeccion reciente. 49>°

Anticuerpos IgE

Algunos estudios iniciales sugieren que las IgE antitoxoplasma aparecen
pronto, al inicio de la enfermedad, 51y desaparecen mas rapidamente que los
anticuerpos de las clases IgM e IgA. Sin embargo, por el momento existe poca

experiencia para establecer qué puede aportar al diagndstico.

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO POR ANTICUERPOS

Algunas de los antigenos de T. gondii son de naturaleza proteica, por lo que
han sido clonados y estudiados con mayor detalle: La p22 cuyo gen se ha
clonado y expresado, se ha empleado en forma recombinante para detectar
IgG en inmunoblots y en el ELISA. "8

Los taquizoitos en cultivo de tejidos excretan y secretan antigenos. Estos
antigenos constituyen el 90% del antigeno de Toxoplasma gondii que circula en
el hospedero. Los antigenos de excrecidon-secrecion mas estudiados son el p23
y el p28. El p23 se encuentra en granulos densos, tanto de taquizoitos como de
bradizoitos y se secreta en la red reticular rica en proteinas dentro de la
vacuola parasitéfora. Este antigeno es reconocido frecuentemente por los
sueros de los pacientes con infeccién cronica y con menos frecuencia de
aquellos con infeccion aguda. *2La p28 es un antigeno intracelular presente en
los granulos densos y es secretado por los taquizoitos; también es un

componente menor de la red reticular rica en proteinas secretadas por el
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parasito en la vacuola parasitéfora, *>La proteina p29 es reconocida con
frecuencia por anticuerpos de clase IgG en muestras de pacientes con
seroconversion reciente. >

La proteina de superficie mas abundante es la P30, constituye el 5% del total
de las proteinas del taquizoito. ****Se ha clonado su gen y secuenciado la
proteina. La secuenciacion del gen en algunas cepas de T. gondii muestra que
es altamente conservado . **La p30 es una proteina altamente inmunogénica e
induce la produccion de anticuerpos 1gG, IgM e IgA. Purificada, se ha utilizado
para el diagndstico de toxoplasmosis aguda y crénica. >

El antigeno P35 se ha empleado para distinguir infeccion reciente de infeccién
cronica, debido a que permite identificar mejor anticuerpos IgM que anticuerpos
IgG. *°Sin embargo, como se sabe los anticuerpos IgM pueden durar meses e
incluso afios, por lo que la aseveracidn anterior, no siempre es valida. %

El factor estimulador de la penetracion (FEP), es otra proteina aislada de
taquizoitos, cuya ubicacién es dentro de las roptrias. °’La proteina
recombinante tiene un peso molecular de 75 kDa, y la nativa en el lisado del
parasito es de 60 kDa. En altas concentraciones, esta proteina rompe la
integridad de la membrana de la célula hospedero. *’

La P66 del taquizoito es reconocida con frecuencia por anticuerpos de clase

IgM presentes en sueros de pacientes con infeccién aguda. >*%

METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la toxoplasmosis puede hacerse por métodos
parasitoscopicos y pruebas inmunologicas.
Existen diversas pruebas y estudios que permiten el diagnéstico, a

continuacién se mencionan algunas de ellas:

a) Estudios de gabinete.

Actualmente los médicos se apoyan en algunos estudios de adicionales para
reforzar el diagndstico clinico de toxoplasmosis; dentro de éstos, se encuentran
la radiografia para busqueda de calcificaciones cerebrales, la tomografia axial

computarizada (TAC) el ultrasonido, y la resonancia magnética nuclear (RM). °
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b) Pruebas de deteccién directa

Estas pruebas tienen por objeto demostrar la presencia del parasito. Entre ellas

se encuentran:

Aislamiento in vivo e in vitro.

Toxoplasma gondii puede aislarse de sangre, de liquido cefalorraquideo (LCR)
y de otros liquidos o tejidos corporales incluyendo el material ganglionar; su
aislamiento directamente indica una infeccién aguda.”™ Se inocula el liquido
corporal en la cavidad peritoneal de ratones o en cultivos celulares (células
Vero o fibroblastos).

Un buen aislamiento in vivo requiere la demostracion de los anticuerpos
especificos contra el parasito en el suero o la deteccion de los quistes en
tejidos del raton infectado.’®*® La sensibilidad de este método en el diagndstico
de infeccion aguda es de aproximadamente 90%, pero los resultados se
demoran hasta 30 dias después de la inoculacion.’

La sensibilidad del aislamiento in vitro es comparable al aislamiento en ratones,

con la ventaja de que en 6-8 dias se pueden obtener resultados.

Identificacion histologica

En material de biopsia de tejidos corporales, los taquizoitos y los bradizoitos
enquistados son demostrables con las tinciones de Wright, de hematoxilina-
eosina y de Schiff-acido periddico; o bien por inmunofluoresecencia especifica

o tincién con inmunoperoxidasa.'®

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Consiste en efectuar una replicacion repetitiva in vitro de una secuencia
especifica de DNA. ®° Al amplificar o copiar varias veces una misma secuencia
se aumenta en forma proporcional la sensibilidad de la misma. El producto
amplificado se analiza en un gel de agarosa y se tifie con bromuro de etidio.
Clinicamente, se ha empleado con buenos resultados para detectar la
presencia de T. gondii en liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo y muestras

de tejidos.®’
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c) Pruebas seroldgicas

Estas pruebas se basan en la deteccidén de anticuerpos especificos en suero y

sangre, algunas de estas son:

Prueba de Sabin y Feldman

Es una prueba considerada como clasica, llamada también la prueba del
colorante, dado por el fendbmeno observado en los taquizoitos que pierden su
afinidad para ser tefidos por el azul de metileno cuando estan en contacto con
un anticuerpo especifico, mientras que los parasitos no tratados con sueros
inmunes se colorean intensamente.' ® Para la realizacién de esta prueba se
utilizan parasitos vivos, lo cual es un inconveniente por el riesgo de
contaminacion o accidentes de laboratorio.®*®* Ademas, el ensayo sélo indica

que hay anticuerpos pero no de qué clase.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Esta prueba se emplea para detectar IgM o IgG. Consiste en la fijacién de
taquizoitos en portaobjetos y éstos se ponen en contacto con el suero del
paciente, a diferentes diluciones; enseguida se adicionan anticuerpos
conjugados a sustancias fluorescentes. La reaccién antigeno-anticuerpo se
identifica por microscopia de fluorescencia. En los casos positivos se observa
una fluorescencia amarilla-verdosa brillante y para los negativos un color rojo
sin fluorescencia.”™®? La inmunofluorescencia es menos sensible que el ELISA
para deteccion de IgM. Ademas, se han observado resultados falsos-positivos

en muestras que contienen factor reumatoide o factor antinuclear.®?

Hemaglutinacién

El fundamento de esta prueba consiste en la aglutinacién de eritrocitos de
oveja o pavo, previamente sensibilizados por antigenos de Toxoplasma, en
presencia de sueros que contienen anticuerpos especificos.

Esta prueba es util, presenta una alta sensibilidad pero no parece tener

ventajas sobre la inmunoflorescencia, pudiendo ser negativa en toxoplasmosis
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congénita, por lo que este método es util para determinar si hay infeccion pero
no el tipo de infeccidbn de que se trata. Su sensibilidad y especificidad son

menores que las de la prueba de Sabin y Feldman. ®

ELISA

El ELISA descrito inicialmente en 1971 por Envia y Perlman, se emplea para la
identificacion de las diferentes clases de anticuerpos: IgA, IgE, IgM e IgG (y sus
subclases). Es una técnica que utiliza anticuerpos conjugados a una enzima,
gue se unen a anticuerpos presentes en el suero del paciente, y que conservan
su capacidad de union especifica al antigeno. En este sistema, el antigeno o el
anticuerpo se adsorben a una fase sodlida insoluble (microplacas de
poliestireno), y la enzima es capaz de producir una reaccién de o6xido-
reduccion, en la cual el sustrato se transforma en un producto colorido. 64

Existen diversos tipos de ELISA: directo, indirecto, de captura y competitivo.
Todos permiten la determinacion de antigenos en fluidos bioldgicos, a
excepcion del método indirecto que solo detecta anticuerpos. En los métodos
directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra el antigeno es el que
lleva unida la enzima. En cam