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.  INTRODUCCION

La Toxoplasmosis es una infeccion parasitaria ampliamente extendida a nivel
mundial. Esta enfermedad tiene una gravedad y espectro de manifestaciones
clinicas diferentes en funcion del estado inmunitario del paciente infectado. La
infeccion aguda en el paciente inmunocompetente es generalmente, asintomatica
y autolimitada. En el paciente inmunocomprometido las manifestaciones clinicas
se relacionan con la reactivacion de una infeccion latente, produciendo cuadros
graves, especialmente por la afectacion del sistema nervioso central (SNC). En la
mujer gestante la posible transmisién al feto condiciona una actitud diagndstica y
un tratamiento especiales. Teniendo una presentacién clinica, asi como un grado
de transmisibilidad diferente, en funcién del periodo de la gestacion en la que se

produce.

Se sabe que solo el diagnostico y tratamiento en la fase aguda de la
Toxoplasmosis se puede disminuir la transmision y la gravedad de las
manifestaciones clinicas. El diagndstico se realiza mediante la demostracion de
anticuerpos especificos en suero pero es limitado, pues no existe informacion
clara acerca de las clases (IgA) y subclases (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4) presentes
en la serologia y su relacion con las manifestaciones clinicas de estos pacientes.
Por la relacion que tienen el suero y la saliva, es de gran interés el estudio del
empleo de esta ultima, ya que podria ser una alternativa para llevar a cabo el
diagndstico, y monitoreo en la evolucion de dicha patologia, proporcionando una
via prometedora por la accesibilidad en su obtencion, su no invasividad, de bajo

riesgo y facil aceptacion.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como propdsito analizar la viabilidad del
empleo de la saliva como método diagnéstico para la infeccion congénita o
adquirida por Toxoplasma gondii por medio de la determinacion y la correlacion
que exista entre la presencia de los anticuerpos especificos en serologia y saliva
para el diagndstico de esta enfermedad.



. DESARROLLO

Toxoplasmosis

La Toxoplasmosis es una infeccion parasitaria causada por el parasito
Toxoplasma gondii, es una de las infecciones mas comunes en todo el mundo,
produce una de las zoonosis mas ampliamente distribuidas en el mundo’; afecta a
una tercera parte de los seres humanos, es menos frecuente en las zonas frias y
altas que en las zonas templadas, humedas y bajas.? En México se ha

documentado una tasa del 40 al 62%.°

La infeccion por este parasito, podria ocasionar un grado de dafio y un espectro
de manifestaciones clinicas diferentes en funcion del estado inmunitario del
individuo infectado. La infeccion aguda en el paciente inmunocompetente es
generalmente, asintomatica y autolimitada. En cambio en el paciente
inmunocomprometido, las manifestaciones clinicas se relacionan con cuadros
graves, especialmente por la afectacion del sistema nervioso central (SNC). % En la
mujer gestante existe la posibilidad de transmisién al feto, el riesgo de transmisién
y grado de dano al feto estan en funcion del periodo de la gestacion en la que se
produce la infeccién fetal.” En los bebés infectados por Toxoplasma gondii se
pueden presentar desde problemas obstétricos, hasta cuadros clinicos graves y
secuelas incapacitantes a largo plazo.® Las pruebas de laboratorio aplicadas e
interpretadas en forma adecuada pueden ser de gran utilidad en los diferentes

escenarios de esta enfermedad.’



Toxoplasma gondii

El nombre Toxoplasma procede de la
palabra griega toxon que significa arco,
que es la forma que presenta este
parasito (Figura 1), el cual fue aislado por
primera vez en un roedor Ctenodactylus
gundi en el norte de Africa en 1908. 8 La
primera descripcion de toxoplasmosis en

humanos fue en 1923.°

Caracteristicas biolégicas

2um 1um

Cedido por Cafiedo-Solares |

Figura 1. Forma microscépica de Toxoplasma gondii: a) etapa de
taquizoito por microscopia de barrido, forma de replicaciéon
rapida que solo se puede encontrar cuando el individuo esta en
la fase aguda o de una reactivacion de la enfermedad;
b) Micrografia de microscopia electrénica de transmision de un
taquizoito

Toxoplasma gondii es un coccidio tisular de distribucién cosmopolita, intracelular

obligado, del Phylum Apicomplexa. Se estima que infecta de manera cronica

aproximadamente de 20 a 50% de la poblacion mundial, asi como a un gran

numero de aves y mamiferos, tanto terrestres como acuaticos, siendo los felinos

los hospederos definitivos.'® Este parasito invade el citoplasma de todas las

células nucleadas y se multiplica de forma asexual como taquizoito, infecta varios

tejidos, incluyendo el musculo esquelético, el intestino y el sistema nervioso.



Ciclo de vida

Dependiendo de la etapa del ciclo celular, Toxoplasma presenta las siguientes
formas parasitarias:

1. Ooquiste. Forma de resistencia en medio exterior, esporula en el ambiente.
Esporozoito. Se encuentran dentro de los ooquistes.
Quiste tisular. Forma de resistencia interior.

Bradizoito. Formas de replicacion lenta.

o &~ b

Taquizoitos. Estan relacionados con la fase proliferativa, propios de la fase
aguda de la enfermedad, responsables del dafo tisular en el organismo

(Figura 1).

El parasito tiene ciclo de reproduccidén sexual y asexual. La fase sexual se lleva a
cabo en el huésped definitivo que comprende a todos los felinos, incluido el gato
doméstico’’, y la fase asexual que ocurre en el huésped intermediario, siendo los
animales de sangre caliente (incluido el humano). El ciclo de replicacion sexual
inicia cuando algun felino ingiere una presa infectada con quistes tisulares (forma
infectiva que contiene al bradizoito). Una vez que pasan al intestino, por accion de
las enzimas digestivas, se liberan las formas infectivas del parasito e invaden a los

enterocitos del intestino del felino,? 1213

es aqui donde se lleva a cabo un proceso
de desarrollo y diferenciacion celular, conocido como gametogonia, proceso
sexual de reproduccion celular que conduce a la formacién de ooquistes.® El
ooquiste es liberado en forma no esporulada a través de las heces de los felinos y
expuesto al medio ambiente, en donde bajo condiciones adecuadas de
temperatura y humedad, esporula en 2-3 dias produciendo en su interior 8
esporozoitos; el ooquiste asi maduro se convierte en la forma infecciosa del
parasito.? Millones de ooquistes son producidos y liberados por los felinos a
través de las heces fecales, contaminando suelo, hortalizas y fuentes de agua. El
ciclo de replicaciéon asexual se desarrolla en los huéspedes intermediarios, los
cuales pueden infectarse mediante el consumo de ooquistes esporulados o de

quistes tisulares presentes en los tejidos de otros huéspedes intermediarios, 4 ° ™



como se observa en la Figura 2. En el caso del hombre, la infeccion puede ser por
la ingestion directa de quistes tisulares de carne mal cocida o agua contaminada
por ooquistes de Toxoplasma. Una vez ingerido el quiste tisular u ooquiste, se
liberan los bradizoitos y los esporozoitos respectivamente, los cuales rapidamente
se diferencian en taquizoitos, la forma movil, altamente dinamica e invasiva que
atraviesa eficientemente el epitelio intestinal, diseminandose a través de todo el

organismo."®

Modificado de Correa et al, 2006

Figura 2. Ciclo de vida del Toxoplasma gondii. El felino desecha el ooquiste no esporulado, el cual es esporulado en el ambiente, si es
ingerido invade el epitelio intestinal, dando origen a la infeccion adquirida e inicia la reproduccién sexual en felinos y asexual en
otros mamiferos y aves, durante la fase aguda puede ocurrir la transmisién vertical, dando como resultado la toxoplasmosis
congénita. Cuando se establece la infeccion cronica se forman los quistes tisulares que conviven con el hospedero de por vida.

Transmision

La transmision oral

La principal via de transmision de esta parasitosis es la via oral, ya sea por
ingestion de carnes crudas o semicocidas portadoras de quistes tisulares, o por la

ingestion de ooquistes en el agua o en los alimentos contaminados con las heces



de gatos.”® Se ha observado una relacién entre la presencia de gatos en el
ambiente cercano y la seroprevalencia de anticuerpos especificos de Toxoplasma,
siendo por lo menos dos veces mayor entre personas con gatos en sus casas, que
en aquellos que no los tienen.* 1017 Existe otra forma de transmision directa en
casos de transfusion sanguinea o trasplante de c’>rganos.6 Una vez ingeridos los
ooquistes o los quistes tisulares, se liberan los taquizoitos, que se diseminan a

través de todo el cuerpo en la infeccion aguda.

A través del trasplante de organos en un individuo inmunocomprometido, los
quistes pueden reactivarse, y provocar la encefalitis toxoplasmica e incluso la

muerte.®
La transplacentaria mejor conocida como toxoplasmosis congénita:

En el caso de una mujer embarazada, que se infecta por primera vez durante su
embarazo o en momentos cercanos al mismo, puede transmitir la infeccién al feto,
debido a que el parasito circula en sangre ciclicamente durante el periodo inicial

de la infeccion, provocando asi, la toxoplasmosis congénita.'® '°

Epidemiologia

La toxoplasmosis es una infeccibn cosmopolita, siendo una zoonosis de
relevancia, con prevalencias de infeccion que alcanzan hasta un 80-90% en
algunos paises como Francia, Brasil, Colombia, aun asi puede variar entre las
diferentes comunidades de la misma region. La toxoplasmosis humana esta
difundida por todo el mundo y aproximadamente del 40 al 50% de los adultos

sanos, entre 30 y 40 afios de edad, presentan una seroconversion toxoplasmica.’

Se ha estimado que mas de un tercio de la poblacion mundial se ha expuesto a
este parasito.? En 1992, se evalud la tasa de prevalencia a partir de 29,279
muestras de sangre provenientes de los 32 estados de la Republica Mexicana, y

se encontré una prevalencia mayor en zonas costeras (40-65%), preferentemente,



en las personas con bajo nivel socioeconémico, asi como en mujeres en edad

reproductiva.®

En un estudio basado en las encuestas Nacionales de Salud, entre los afios 2000
al 2006, se analizé la prevalencia de Toxoplasma gondii. Con base en los
resultados, se determind su distribucion, dividiendo a la Republica Mexicana en
tres grandes zonas (norte, sur y costa) siendo notoria una mayor prevalencia en
las costas que en las zonas céntricas del pal's.3 En México, la infeccidén adquirida
postnatalmente se ha documentado con una tasa de 40 a 62%, incluyendo a las

mujeres embarazadas.

La infeccion aguda de la madre no necesariamente culmina en infeccion fetal. La
estimacioén global de la transmisién materno-fetal es del 20-33% aproximadamente

en madres recién infectadas.?! 22

El riesgo de infeccion congénita es menor
cuando la infeccidon materna se da durante el primer trimestre (10 a 15%) y mayor,
cuando la infeccién ocurre durante el tercer trimestre (60-90%). ?* Se han
documentado dos casos por cada 1000 recién nacidos a nivel nacional.® Se
estima que nacen dos millones de nifos por afio y, de éstos, aproximadamente
4000 podrian estar infectados congénitamente, pero sin ser detectados al

nacimiento.” 348

Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas de un individuo con infeccion por toxoplasma
dependeran de diversos factores:

De la carga parasitaria que se encuentre en los tejidos, pues éstos ocasionan
muerte celular y necrosis tisular. Asi como de la infectividad del estadio de T.
gondii, de ello depende la capacidad de replicacion e invasion tisular.?* Por otro
lado, del papel del hospedero dependera su capacidad inmunoldgica y otros
aspectos de su salud general.



Toxoplasmosis adquirida: Infeccion aguda por T. gondii, es habitualmente una
enfermedad benigna en los individuos inmunocompetentes, es asintomatica y
autolimitada. Solamente entre 10-20% de ellos, podran presentar linfoadenopatia
cervical, cefalea, malestar general, fatiga, fiebre moderada, dolor de garganta y

mialgias.?

En pacientes inmunocomprometidos se producen las formas diseminadas graves
donde el cuadro clinico se compone por fiebre elevada, erupciones cutaneas,
astenia, cefalea, nduseas, manifestaciones hepaticas, cerebrales, miocardicas vy

pulmonares, debido a diversas causas o a terapia inmunosupresora.’

T. gondii es un importante patégeno oportunista. A nivel mundial, causa encefalitis
severa en mas del 40% de los enfermos con VIH, a tal grado que el 10-30%

fallece por esta enfermedad.* %° %

El diagndstico temprano es de vital importancia en mujeres embarazadas a causa

del riesgo de infeccion del feto.?®

Toxoplasmosis congénita:

En este tipo de infeccidn, la capacidad del embrion o del feto en desarrollo de
responder a un agente infeccioso, dependera del momento en el que se transmitié
la infeccién de la madre al feto.”® Dependiendo del trimestre de gestacién en el
que ocurra la trasmision es el dafio al feto o embridon como se observa en la Figura
3.3% 3 Los estudios existentes sugieren que la presentacion y gravedad de signos
clinicos en el producto dependen mayormente del grado de maduracién de la
respuesta inmune cuando se presenta la infeccion. Lo anterior significa que la
respuesta inmune que protege a los individuos inmunocompetentes, es la misma
que protege al feto en formacién, aunque éste presenta una inmadurez de su
sistema inmune.®* El espectro clinico de la infeccién congénita, abarca

alteraciones que se presentan desde la formacion fetal al nacimiento
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(calcificaciones intracraneanas, microcefalia, macrocefalia, retardo psicomotor,
hidrocefalia, afecciones oculares, malformaciones cardiacas, pulmonares, renales,
hepaticas o esplénicas), a una infeccion subclinica, con el riesgo de desarrollar
corioretinitis como signo especifico de la toxoplasmosis congénita, 33 discapacidad
visual, e incluso pudiera desarrollarse ceguera sin datos clinicos iniciales en el
80% de los casos.” La infeccion congénita por lo general conduce a la
enfermedad mas grave cuando ocurre durante el primer trimestre de gestacion,
cerca del 90% de los embriones infectados por T. gondii en las primeras semanas
de la gestacion son abortados 34; si la infeccion ocurre a la mitad del embarazo, los
bebés pueden nacer con problemas graves como malformaciones o alteraciones
en el SNC *'*°. Mientras que 80% de los que se infectan en el tercer trimestre del
embarazo, generalmente, nacen asintomaticos, pasando desapercibidos, no
obstante, pueden desarrollar secuelas irreversibles en el sistema nervioso central
o en el ojo, dichas secuelas pueden manifestarse en dias, semanas o afos

posteriores al nacimiento.*! Figura 3

Frecuencia

Trimestre del embarazo
Modificado de Dunn et al, 1999

Figura 3. Diagrama que muestra la relacion entre la tasa de transmision vertical de T. gondii y el dafio al embridn o feto, en relacion
con el periodo de gestacion. En los seres humanos se ha observado una relacion inversa entre el tiempo en el que se infectan
(embridn o feto) y la frecuencia con que nacen con dafio. La transmision vertical tiene un patrén opuesto, siendo mas frecuente al
final del embarazo que al principio de éste.
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Si la primoinfeccion es adquirida entre los 4 a 6 meses previos 0 antes de la
concepcion, la inmunidad protectora puede prevenir la transmision vertical al feto y
a exposiciones subsecuentes®, excepto en los casos en los que existe co-infeccion
con VIH, ya que estaran en riesgo de reactivacion de la infeccion y la posible

transmision del parasito al feto.™

Es por esta razén la importancia del diagnoéstico de la fase aguda, para
proporcionar el tratamiento adecuado, y prevenir la transmision y la gravedad de

17 36

las manifestaciones clinicas. Esto revela que existe la necesidad de

herramientas diagndsticas altamente sensibles, para detectar la presencia de esta

infeccidn y con ello evitar dafios mayores.'” '

La muerte ocasionada por esta enfermedad puede ocurrir en dias posteriores al

parto, si no es tratada oportunamente.'®

Papel inmunolégico que protege contra T. gondii

= Respuesta en individuos adultos inmunocompetentes

Tras la infeccion, un individuo inmunocompetente del hospedero (organismo
infectado) produce respuestas inmunolégicas protectoras, lo que hace que la

infeccidn crénica confiera resistencia a la reinfeccion.®’ 3 3°

» Respuesta inmune innata en infeccién adquirida

En la infeccién adquirida, que es aquella infeccion que se adquiere postnatalmente
(incluyendo a las mujeres embarazadas), cuando algun patdégeno (Toxoplasma
gondii) es reconocido por el sistema inmunoldgico, provocando como primera

respuesta a la inmunidad innata, como se observa en la Figura 4.

El tracto gastrointestinal es la puerta de entrada natural de T. gondii al organismo,

de manera que las células linfoides asociadas al tejido intestinal constituyen la

12



primera linea de defensa contra este agente patégeno. En la toxoplasmosis aguda
experimental, se observa aumento en el numero de células en las placas de Peyer
y en los ganglios linfaticos mesentéricos, lo cual refuerza el postulado sobre la
participacion del sistema inmune asociado a la mucosa digestiva (MALT),

especificamente en el control inicial de la replicacion parasitaria.40

En el periodo en el cual aun no se ha establecido la inmunidad adaptativa, la
activacién de la respuesta inmune innata es fundamental para limitar la replicacion
de los taquizoitos; ésta es mediada por macrofagos que realizan la fagocitosis,
neutrofilos y células NK, las que mediante la citotoxicidad celular y su interaccion
inicial con los parasitos, es determinante en el direccionamiento hacia un patron
de citocinas tipo uno (Th1), caracterizado por altos niveles de IFN-y, TNF-a, IL-2 e
IL-12.*" El IFN-y es una citocina central para la proteccion contra T. gondii. En
experimentos realizados con anticuerpos neutralizantes anti-IFN-y o con ratones
carentes del gen que codifica a éste, se observa que la muerte sobreviene durante
la fase aguda de la infeccién, mientras que, en ratones con inmunodeficiencia
combinada severa, carentes de linfocitos T y B, pero que producen IFN-y a partir
de células NK, se observa una sobrevida mayor.42 Por lo tanto, es innegable la
funcion esencial de las citocinas proinflamatorias para la resolucion de la
toxoplasmosis; sin embargo, su produccion excesiva es perjudicial para el
hospedero, por lo que se requiere la secrecion de citocinas reguladoras,
provenientes de los propios macréofagos como son la IL-10 y el factor
transformante de crecimiento 3 (TGF-R). Los linfocitos con patron de citocinas Th2
también contribuyen a la modulaciéon de la respuesta inmune celular al T. gondii
mediante la sintesis de IL-10 e IL-4.** ** La IL-10 es una citocina fundamental en el
control de la respuesta inmune celular y en la transicidn hacia el estadio latente de
la toxoplasmosis, puesto que inhibe la sintesis de IL-12 derivada de macréfagos y

la produccion de IFN-y de las células NK.*
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» Respuesta inmune celular en infeccién adquirida

La inmunidad protectora contra este parasito es especifica, limita la replicacion de
los taquizoitos durante la fase aguda de la infeccién y es mediada por diferentes
componentes, entre los cuales se encuentran los linfocitos B activados,

anticuerpos (Ig), linfocitos T, interleucinas (IL), entre otros.*°

La inmunidad celular durante la toxoplasmosis se caracteriza por la generacién de
linfocitos T CD4+ y T CD8+. Estas células producen citocinas y desarrollan
funciones citotdxicas. La principal funcion de los linfocitos T CD4+ es la secrecion
de la IL-2 necesaria para la proliferacion de los linfocitos T CD8+, consideradas las
células citotoxicas por excelencia.*’ Los linfocitos T no solamente controlan la
replicacion de T. gondii durante la fase aguda de la infeccion, sino que ademas

previenen los episodios de reactivacion durante la infeccion crénica.*®

Mediante la activacion de linfocitos T citotoxicos (CD8+) y T cooperadores (CD4+);
se pueden inducir dos tipos de respuesta inmune, Th1 o Th2.*° La respuesta Th1
se ha descrito como la ideal para controlar la infeccion producida por T. gondii *°,
se caracteriza por inducir la secrecion de citocinas tales como IL-2, IFN-y y TNF-q;
estas citocinas combinadas activan, entre otros, a los macrofagos y a las células
asesinas naturales (NK), asi como la produccién de anticuerpos de la clase 1gG1,
lo que conlleva la modulacion de la importante respuesta inflamatoria. Por lo tanto,
el desarrollo de una fuerte respuesta inmune celular Th1 es primordial en el control
de la infeccién por T. gondii con la produccion de citocinas proinflamatorias. La
respuesta Th2 produce IL-4, IL-10, IL-5, IL-6 y otras citocinas que promueven la
produccion de anticuerpos de subclases 1gG2 e 1gG4 (Figura 4), asi como
eosinofilia y otras reacciones como la alergia. °' En sujetos en los que predomina
la respuesta Th2, no se bloquea la replicacion parasitaria. La patogenia de la
enfermedad se asocia a una replicacién no limitada y a una continua destruccion

de células parasitadas.
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Denkers y Gazzinelli, 1998; Neyer et al, 1997; Correa et al, 2007; Mufioz et al, 2011

Figura 4. El sistema inmune es esencial para preservar la homeostasis en la relacién parasito-hospedero, diferentes componentes de
la respuesta innata y adaptativa se encuentran involucrados en el control de la proliferacion parasitaria, entre los cuales,
anticuerpos de las clases IgG1/IgG3, que facilitan la fagocitosis del parasito mediante la opsonizacién o neutralizando la invasion
celular y otros como las clases 1gG4, IgM e IgE relacionados con caracteristicas clinicas adversas.

= Respuesta inmune humoral en infeccion adquirida

El sistema inmune humoral participa en la respuesta contra T. gondii y la deteccién
de los anticuerpos especificos. Actualmente es una de las estrategias mas
utilizadas para el diagnéstico de la infeccién.>? >3

La respuesta humoral protectora es mediada por los linfocitos B activados, ya que
éstos reconocen directamente al antigeno a través de sus receptores especificos
(inmunoglobulinas, 1g). Dichos linfocitos, mas tarde, son re-estimulados por
interleucinas (IL) producidas por los linfocitos T, para asi diferenciarse a células

plasmaticas, dando origen a las diferentes clases de inmunoglobulinas.®

Algunos de estos anticuerpos originan lisis del protozoario, pero actuan
exclusivamente sobre el parasito extracelular, cuya membrana celular perforan
con ayuda del complemento, sin poder actuar contra los microorganismos que se

multiplican dentro de las células.®®
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En humanos, los anticuerpos IgM especificos son detectables a partir del séptimo
dia postinfeccién y pueden permanecer hasta por un afio.*® *” *® Los anticuerpos
IgG aparecen 2 a 3 semanas después y alcanzan su concentracion maxima 2
meses mas tarde, persistiendo de por vida, se dirigen contra determinantes
antigénicos proteicos de la superficie del taquizoito.‘r’9 Los isotipos predominantes
de IgG son IgG1, seguido de 1gG2 e IgG3 y su capacidad para la fijacion del
complemento, resulta en un mecanismo de resistencia a la infeccidén, puesto que
los taquizoitos opsonizados son susceptibles a la destruccion por la via lisosomal
en las células fagociticas.6° En la toxoplasmosis adquirida, se observa predominio
de anticuerpos IgA especificos contra diversos antigenos de superficie del
taquizoito, desde la segunda semana postinfeccién y se mantienen en niveles
detectables durante varios meses o incluso hasta un afio después, como se
observa en la Figura 5. En la toxoplasmosis congénita, los anticuerpos IgA son de
gran utilidad para el diagndstico, ya que las pruebas son mas sensibles para IgA

que para IgM.>" ©

Huskinson el al, 1989; Correa et al, 2007

Figura 5. Comportamiento seroldgico ante la infeccion por T. gondii. Los anticuerpos son importantes para soportar el diagndstico,
los primeros en aparecer son los de clase IgM, a los 3 o 10 dias después de la infeccion duran de pocas semanas hasta afios, en
seguida se presentan los anticuerpos de clase IgA los cuales tienen un papel protector inhibiendo la invasion celular por el pardsito,
principalmente a nivel de mucosas, todas las subclases de IgG se presentan, siendo la IgG1 la predominante y la primera en aparecer,
los anticuerpos pueden defender al hospedero de reinfecciones.
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= Respuesta inmune en el embarazo

Durante el desarrollo del embarazo, el sistema inmune de la futura madre se
enfrenta a una doble situacion: por un lado, el crecimiento embrionario y, por el
otro, toxinas ambientales y patégenos que amenazan al feto y a ella misma.®? De
hecho, el embarazo exitoso involucra un acertado equilibrio en la organizacion del
sistema inmunolégico en el medio fetal-materno y en el utero, resultando en un

proceso de reconocimiento y tolerancia.®® %

Actualmente, se sabe que durante el embarazo existen modificaciones fisioldgicas,
tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, que permiten al feto
desarrollarse sin ser agredido por la respuesta inmune de la madre y al mismo
tiempo, permitiéndole a ésta, continuar protegida contra los invasores del medio.
Estos cambios que se manifiestan en el sistema inmune de la madre son
consecuencia de las variaciones hormonales asociadas a la gestacion y, como
consecuencia, las células del sistema inmune y la liberacién de citocinas es
diferente en cada trimestre del embarazo, ademas, ahora se sabe que la
participacion de estas citocinas son esenciales en la implantacion del feto, asi
como en los procesos patoldgicos asociados al embarazo como preeclampsia y

abortos espontaneos.®®

Durante todo el embarazo el feto es protegido intrautero por diferentes barreras
mecanicas, como la placenta, el saco vitelino y el moco cervical; este ultimo,
debido a su gran viscosidad y su alto contenido de péptidos antimicrobianos. Se
ha descrito también, que las células amnidticas producen defensinas con actividad

antimicrobiana, y que el liquido amniético tiene propiedad bacteriostatica.®®

En respuesta a la infeccién por los taquizoitos, las células CD4+, CD8+ o NK
uterinas (NKu) presentes en la placenta, pueden producir niveles altos de IFN-y,
quimiocinas y citocinas relacionadas.>® " Por otro lado, las NK periféricas, el IFN-
y, el ICAM-1 y el MIF tienen un papel paraddjico, pues si bien protegen a la madre
del dafo ocasionado por los taquizoitos, promueven la transmision vertical, tanto

en modelos de ratén, como en estudios in vitro con vellosidades coridnicas
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humanas.”® Los anticuerpos son moléculas muy importantes en el control de T.
gondii, pero también en la patogenia de la enfermedad y su transmisién vertical,
como ya lo hemos mencionado.®® El cambio de clase hacia IgG1 y 3 humanas es
inducido por IFN-y, por lo que se asocian a una respuesta de tipo Th1, la cual es
predominante en la toxoplasmosis adquirida; su sintesis es incrementada por la IL-
10 y el TGF-B, moléculas que regulan una respuesta Th1 exacerbada y asi evitan
el dafo. La IgG1 es la inmunoglobulina que se presenta primero y la mas comun
en la toxoplasmosis en adultos, incluyendo mujeres gestantes. Protege por medio
de la fijacion de complemento y la opsonizacion de fagocitos y células NK.®' Mas
aun, es la subclase con mayor afinidad al receptor neonatal para Fcy (FCcRn), que
media la transcitosis de las IgG de la madre al feto, en sincitiotrofoblasto y las
células endoteliales de las vellosidades coridnicas, asi como en el intestino del
lactante a su circulacion, por lo que, se le ha atribuido un papel protector para el
gestante in utero y durante los primeros meses de vida extrauterina. La IgG2 y la
IgG4 son inducidas por las citocinas del perfil Th2: IL-6 e IL-4, respectivamente, y
no tienen funciones protectoras como la fijacion de complemento o la

opsonizacion.®®

Sintesis de inmunoglobulinas del feto durante el embarazo

Después del estimulo antigénico, las células B se diferencian en células
plasmaticas productoras de las inmunoglobulinas. Existen cinco tipos de isotipos

de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgD, IgA e IgE.>®

Se sabe que, la capacidad de sintesis de anticuerpos de clase IgM en el feto,
empieza a partir de las 10 semanas de vida intrauterina (VIU) y, entre las semanas
10 y 12, aparecen las inmunoglobulinas IgA, IgG e IgE.69 El transporte de IgG
materna a través de la placenta, se observa desde la octava semana, y aunque los
niveles en el corddn umbilical a las 17 semanas de VIU, son del 5 al 10% de la IgG
total de la madre, la mayor parte de ellas son de la subclase IgG1. Es hasta la

semana 37 de gestacion, cuando ocurre un aumento exponencial de IgG1, IgG3 e
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1gG4.”° /" 72 La 1gG2 se mantiene en niveles bajos durante todo el embarazo.
Cerca de la semana 22 de VIU, el numero de células B en 6rganos linfoides del
feto, es similar al de un adulto. En el feto sin estimulo antigénico se detecta IgM en
suero hasta la semana 30, y los niveles de IgM e IgA secretoria al nacimiento, son
minimos. En diversos estudios se ha demostrado la presencia predominante de la
subclase IgG1 en el suero del cordén umbilical de neonatos.***'*¢ El nifio alcanza
los niveles de inmunoglobulinas del adulto entre el afio y los 12 afios de edad. Es
importante destacar que los neonatos de pretérmino presentan niveles menores

que los nifios a término.”

Los fetos y neonatos estan protegidos en forma parcial por la transferencia pasiva
de IgG materna. La respuesta inmune disminuida o limitada en los neonatos, se
debe a la presencia de linfocitos B y células plasmaticas inmaduras, a la actividad
de las células T inmaduras y a una produccion limitada de inmunoglobulinas y

citocinas.”

Cuadro 1. Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) basados en la edad
gestacional (VIU) y edad cronoldgica

Edad lgG IgA
26-28 semanas VIU 251 12
29-32 semanas VIU 368 0.6
RN término 1,031 2
1-3 meses, término 430 21
1-3 meses, pretérmino 145

4-6 meses, término 427 28
4-6 meses, pretérmino 137

7-12 meses, término 661 37
7-12 meses, pretérmino 277

Adulto 1,158 200

Penagos et al, 2003
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Diagnostico

Diagnéstico de Infeccion adquirida (incluyendo mujeres embarazadas)

En la Figura 6 se muestra el diagrama de flujo para el diagnéstico de la
toxoplasmosis, basado principalmente en la deteccion de anticuerpos anti T. gondii
en el plasma o el suero de la sangre, utilizando el ELISA indirecto o, el de captura

de anticuerpos.

Aunque los anticuerpos de clase IgM permiten sospechar la fase aguda de la
infeccion, su presencia no es confirmatoria, ya que en el caso de la infeccidén por
Toxoplasma, estos anticuerpos pueden permanecer por periodos de 1 o mas
anos, es por ello, que se debe demostrar por el aumento de titulos de anticuerpos
IgG entre dos muestras tomadas con un intervalo de 15 a 30 dias; un aumento
minimo de 4 veces en los titulos, se considera confirmatorio de fase aguda en
conjunto con la avidez, que permite identificar anticuerpos IgG de avidez baja
(infeccidn aguda) o alta (infeccion crénica), en una sola muestra. Pero, en los
casos con avidez intermedia, se requiere una segunda muestra para hacer una

titulacion comparativa.”

En pacientes inmunodeprimidos con deficiencia inmune combinada, celular y
humoral, se recomienda el empleo de la bateria serolégica, imagenoldgica,

histopatolégica y PCR.
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Diagnéstico de infeccion Congénita

El diagndstico de laboratorio de enfermedades congénitas involucra primero, la
deteccion de la infeccidon de la mujer embarazada; segundo, la confirmacion de la

infeccion del recién nacido (neonatal) de madres positivas.”

a) Diagnéstico Prenatal

Los resultados positivos de una serologia estandar, que detecte la presencia de
anticuerpos T. gondii, son suficientes para detectar una infeccién. La deteccion de
dicha infeccién en fase aguda debe ser confirmada lo antes posible, junto con el
diagndstico de embarazo y, si no es posible, en cualquier momento durante el

embarazo, incluyendo al tiempo del nacimiento.”

Si la infeccidbn materna esta en fase aguda, y la gestacion se encuentra entre la
semana 14 y la 30, se puede realizar amniocentesis para el diagnostico de
infeccion fetal, por bioensayo o PCR de liquido amniético, y asi determinar la
presencia del parasito o su DNA. Si este ensayo es positivo en el liquido
amniotico, debe considerarse que, las técnicas de PCR estandarizadas y
validadas, detectan de un 64-100% de los casos de toxoplasmosis en fetos,

dependiendo del tiempo de gestacién en que se infecté la madre™ ”7

y vale la
pena enfatizar que el hallazgo del parasito o de su DNA en la placenta, no es
diagnostico de infeccion congénita, por ello es importante tomar en cuenta el

cuadro clinico y los resultados de otras pruebas de laboratorio en el recién nacido.
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Diagnéstico
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Figura 6. Diagrama de flujo para el diagnéstico de toxoplasmosis en fase aguda de la infeccion adquirida en la mujer embarazada y
diagndstico prenatal. Las pruebas serolégicas basadas en la deteccion de anticuerpos de clase IgM por ELISA de captura, permiten
detectar casos sospechosos en fase aguda y corroborarlo por varios métodos: a) Titulacion de anticuerpos especificos IgG en
muestras seriadas (presentando un aumento en éstas es diagnéstico de fase aguda); b) Determinacion de avidez de anticuerpos 1gG;
c) Bioensayo (inoculacién en ratén) o cultivo celular y d) Pruebas moleculares como PCR punto final o tiempo real. En caso de
sospecha o confirmacion de fase aguda, debe proporcionarse tratamiento con macrdlidos y confirmar infeccién fetal por PCR,
bioensayo o cultivo celular en liquido amniético. De confirmar infeccidn en el feto, el tratamiento cambia a Pirimetamina/sulfadicina
y acido fdlico. Al nacimiento debe corroborarse la infeccion fetal.
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Diagndstico Postnatal
Recién nacido

\ 4 \ 4 \ 4
Sangre embebida Suero/Plasma Sangre Total
en papel filtro
\ 4
\ 4 )
Células blancas
ELISA de captura |
laM N
\ 4 \ 4
v Diagndstico Bioensayo o
Positivo molecular (PCR) cultivo celular
¢ ¢ > Positivo <
Western blot: Western blot:
IgM IgG
| (neoanticuernos)
Positivo a IgM o ambas L
A

Infeccion congénita

A 4

Figura 7. Diagrama de flujo para el diagndstico postnatal de toxoplasmosis congénita. Las pruebas seroldgicas basadas en la
deteccion de anticuerpos de clase IgM por ELISA de captura tienen alta sensibilidad, aunque debe corroborarse por varios
procedimientos, entre ellos, Western blot para la comparacion del patrén de anticuerpos IgG entre la madre y el neonato (en busca
de neoanticuerpos). Si se cuenta con sangre periférica (o de cordon), se realiza aislamiento en ratén o cultivo celular y las pruebas
moleculares como la PCR en punto final o tiempo real. Si el ensayo es positivo en liquido amniético es confirmatorio de infeccion
fetal.

b) Diagnoéstico Postnatal

Para el diagnostico en los neonatos de madres con un resultado positivo a
toxoplasmosis en fase aguda, se recomienda el analisis de muestras de sangre
fresca o embebida en papel filtro, ademas de la inoculacion de ratones con suero
o sangre del bebé en estudio. La deteccidén de parasitos circulantes en la sangre

del recién nacido es confirmatoria de esta infeccion (Figura 7).
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En caso de resultados negativos al nacimiento, es recomendable el analisis de
una segunda muestra de sangre fresca o embebida en papel filtro del mismo
neonato a la semana(s) o mes(es) posteriores al nacimiento, ya que se incrementa
la sensibilidad de la deteccion cuando existe una transmision tardia en el

embarazo.”®

El diagndstico de la infeccion congénita en el neonato asintomatico, se basa en la
deteccion de anticuerpos IgM o IgA especificos que no cruzan la placenta, asi
como la deteccion de anticuerpos 1gG, que si la cruzan, por lo que es necesario
comparar el patron antigénico del recién nacido con el de la madre. En este caso,
la presencia de antigenos reconocidos, unicamente por los anticuerpos del hijo
(“neoanticuerpos”) se considera infeccion congénita del neonato. Esto se puede
realizar mediante la comparacién de los anticuerpos de clase IgG, analizadas por
medio de Western blot, presentes en la muestra de madre y neonato, que es una
herramienta util para el diagndstico de infeccion congénita, por medio de la
identificacion de los anticuerpos producidos por el neonato y no transferidos por la

madre como se muestra en la Figura 8.798°

En los casos de neonatos con signos clinicos y sospecha de Toxoplasmosis
congénita, la prueba oftalmolégica permite observar retinocoroiditis, lesidon muy
comun en esta enfermedad, que ademas de ser caracteristica, permite el

diagndstico diferencial con otras infecciones congénitas.

4= Neoanticuerpos

Figura 8. Reconocimiento de patrones de Toxoplasma Gondii por anticuerpos
IG en Western Blot realizado con muestras de suero de madres con
toxoplasmosis adquirida durante el embarazo y muestras de sus hijos con
sospecha de toxoplasma congénita, se detectaron “neoanticuerpos” en el
recién nacido comparados con la muestra de la madre.
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Diagnéstico diferencial:

Con el complejo TORCH (de las iniciales en inglés toxoplasmosis, rubeola,
citomegalovirus, herpes simple y VIH) un grupo de enfermedades infecciosas
congénitas que tienen algunas manifestaciones similares: sifilis, varicela-zoster,

parvovirus, sarampion.

Métodos de Diagnéstico

Uno de los grandes problemas, es el diagndstico de la toxoplasmosis
especialmente de la fase aguda, ya que de eso depende el tratamiento, pues el
tratamiento efectivo esta dirigido contra los taquizoitos, presentes solo en esta
fase y el tratamiento es altamente toxico, por lo que resulta deseable tener la

certeza de su existencia antes de administrarlo.’

El diagnéstico etioldgico de la toxoplasmosis se ha basado principalmente en la
deteccion de anticuerpos especificos en el suero de los individuos, como la
infeccion aguda en la embarazada, la toxoplasmosis cerebral y la infeccion

congénita.?’

La medicina actual, por lo general, utiliza estas técnicas en conjunto para tener un
diagndstico mas certero, se vale del recurso de los métodos inmunoldgicos y de la
biologia molecular.?? 3 # No obstante, el método inmunolégico de mayor empleo

en el diagndstico es el inmunoensayo (ELISA) 8 ©4 8

como prueba rutinaria para la
deteccion de anticuerpos especificos contra T. gondii. También se considera de
gran utilidad el estudio de avidez de IgG, variante de ELISA, para el diagndstico de

infeccion reciente.*?

Estudios de gabinete

La tomografia computarizada (TC) revela multiples lesiones hipodensas

bilaterales, que se observan mejor a la administracién del medio de contraste, con
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un patrén de anillo que rodea la lesion, existiendo lesiones cerebrales focales en el
70-80% de los pacientes.’ Estas lesiones tienden a involucrar a los ganglios
basales y la unién corticomedular hemisférica. La resonancia magnética (RM) es
mas sensible que la TC vy, por lo tanto, es la técnica de imagen de eleccion,
especialmente en pacientes sin alteraciones neuroldgicas focales. A pesar de que
la encefalitis toxoplasmica en ocasiones puede causar una lesion cerebral unica
en la RM, se deben descartar diagnosticos alternativos (sobre todo el linfoma del
SNC). La sensibilidad para esta prueba va desde 86 hasta 100%, con una
especificidad del 76% al 100%. Los estudios de gabinete usuales en
ginecobstetricia, como el ultrasonido, permiten detectar casos con problemas
clinicos como hidrocefalia, malformaciones congénitas o alteraciones de la

placenta relacionados con toxoplasma congénita.’”’

El diagndstico de la toxoplasmosis puede hacerse por métodos directos o

indirectos.

Métodos directos:
Los métodos directos se basan en la demostracién de formas parasitarias.

Aislamiento in vivo e in vitro

El aislamiento de Toxoplasma gondii a partir de sangre, suero, liquido
cefalorraquideo o liquido amnidtico, establece que la infeccion es aguda. Los
intentos de aislamiento del parasito se pueden realizar mediante la inoculacién en
ratbn o en la inoculacion de cultivos de tejidos celulares, donde se pueden

demostrar las células cargadas de parasitos.'

Identificacion histologica

La presencia de taquizoitos en secciones de tejido o en fluidos corporales (ej.

liquido cefalorraquideo) nos permite establecer el diagndstico de infeccion aguda.
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A menudo, es dificil demostrar la presencia de taquizoitos en secciones de tejido
tefido, no obstante, se pueden observar multiples quistes cerca de un area de
inflamacién necraética. La tincion con anticuerpos fluorescentes puede ser util, pero
este método, a menudo, da resultados inespecificos. La técnica de
inmunoperoxidasa, que utiliza antisueros frente a Toxoplasma gondii, han utilizado
con éxito anticuerpos monoclonales, marcados con fluoresceina en la

demostracion del parasito en el sistema nervioso central.”® 8’

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final o en tiempo real

La amplificacion por PCR para la deteccion de ADN del Toxoplasma gondii en
tejidos y fluidos corporales, provee con éxito el diagnostico de toxoplasmosis
cerebral, ocular y congénita. La sensibilidad de la PCR en el liquido
cefalorraquideo (LCR) varia entre 11% y 77%, mientras que la especificidad es
cercana a 100%. La sensibilidad de la PCR en la sangre varia del 15% al 85%.%
Una gran desventaja, es que, en el diagndstico de infeccion fetal en el liquido
amniotico por PCR, la negatividad no la descarta y que, en la mayoria de los

casos, no es posible detectar al parasito en los fluidos.®® "

Métodos indirectos:

Estos métodos se basan en la demostracidn de la presencia de anticuerpos IgM,
IgG o IgA especificos contra T. gondii. La deteccién de estos anticuerpos se ha
usado para definir con mas detalle el diagndstico, pudiendo ser util para sugerir el

pronostico.*?

Prueba de Sabin y Feldman (SF)

Considerado como el estandar de oro es el método del colorante Sabin-Feldman®®
% basado en la visualizacion de taquizoitos vivos, provenientes del liquido
peritoneal de ratones inoculados con suero del paciente. Los taquizoitos se tifien

con azul de metileno, sélo cuando los anticuerpos se han unido sobre la superficie
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del parasito y fijan el complemento, lisando los toxoplasmas. Mide principalmente

la IgG, siendo una técnica sensible y especifica.”’

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Este método detecta antigenos de membrana en muestras de suero. Los
anticuerpos 1IgG que aparecen en general 1-2 semanas después de iniciada la
infeccion y probablemente, persistan titulos bajos durante toda la vida. El titulo no
se correlaciona con la severidad de la enfermedad, ya que, con frecuencia, se
detectan falsos positivos en sueros con anticuerpos anti-nucleo y, también falsos
negativos en suero con bajos titulos de anticuerpos IgG. Por lo que puede dar
falsos positivos por factor reumatoide (FR) y anticuerpos antinucleares (ANA)

sintetizados por el feto y falsos negativos por IgG de la madre.*

Hemaglutinacion (HAI)

Se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos anti-T. gondii de producir
aglutinacion en presencia de globulos rojos, sensibilizados con antigenos
citoplasmaticos y de membrana del parasito.>® Se utilizan muestras de suero para
detectar anticuerpos de tipo IgG que, por lo general, aparecen mas tardiamente
que los detectados por la reaccion de SF y de inmunofluorescencia indirecta. Este
método es especifico y sensible. Sin embargo, su limitacion recae en el
diagndstico de la infeccion reciente, ya que los anticuerpos que detecta aparecen
mas tardiamente que los de la IFI. Por lo que esta técnica no se recomienda para
el diagndstico de infeccion congénita, ya que puede dar falsos negativos en casos
comprobados de infeccion. Tampoco debe emplearse para el diagnostico de
infeccion aguda en mujeres embarazadas puesto que existe demora en la

elevacion de titulos.

ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay) o Bioensayo

El diagndstico se basa en gran medida, en los resultados de pruebas serologicas,

que detecten anticuerpos especificos anti-T. gondii IgG, IgM e IgA. La mayor parte
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de los kits comerciales (BosterBio, MyBioSource, Aviva Systems Biology)® estan
basados en placas sensibilizadas con lisados de antigenos de toxoplasma
(antigenos totales o fracciones de parasitos). En afios recientes, se ha demostrado
la utilidad de emplear proteinas antigénicas recombinantes. No obstante, tiene
como desventajas la poca o ninguna disponibilidad de la prueba para uso comuny

la persistencia de IgA, hasta por un afio después de la infeccion.®*

La sensibilidad y la especificidad de este método son mayores del 90%,

dependiendo fundamentalmente de los antigenos utilizados. %

Avidez de anticuerpos IgG (ELISA modificado)

Método descrito por Hedman et al en 1989, se basa en la distinta fuerza de unién
entre antigeno y anticuerpo tanto en la infeccion aguda como en la cronica. De
acuerdo con diferentes estudios, esta afinidad aumenta con el tiempo, lo que
permite discriminar si la infeccion es reciente (< 4 meses), o antigua (> 4 meses).*
En las primeras fases predominan las IgG con baja avidez, mientras que en la
infeccion cronica se produce la situacidn contraria.®” La avidez de estos
anticuerpos 1gG representa una herramienta util, aunque puede verse
obstaculizada en algunos casos, ya que puede persistir por meses una avidez baja

de los mismos.*®

Western-blot

La técnica de western-blot para IgG anti-Toxoplasma, ha mostrado que la
presencia de bandas de 25, 22 y 69 kDa son utiles para predecir la aparicion de
una toxoplasmosis congénita.”* También de manera reciente, se ha aplicado una
técnica de western-blot de avidez en toxoplasmosis, que permite poner en
evidencia proteinas marcadoras de infeccion crénica y aguda.®® Las limitaciones
para su aplicacion son su costo y la laboriosidad en su realizacion e

interpretacion.®’
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Determinacion de anticuerpos especificos vs T. gondii en la
infeccion adquirida

Anticuerpos especificos IgM

Desafortunadamente, la presencia de los anticuerpos IgM en muestras de suero
no siempre permite diferenciar entre la fase aguda y la fase cronica, debido a que,
se ha observado que su presencia pudiera persistir mas alla de un ano, lo que
indica, que no es un marcador preciso de infeccion aguda. 8 & 1% 3 IgM en fase
aguda ha sido registrada de 0-3 meses, con un decremento significativo entre los

3y los 9 meses posteriores a la primoinfeccion. '’

Anticuerpos especificos IgA

En la fase inicial de la infeccién (0-6 meses) también se han observado niveles
mas altos de la IgA, por lo que la presencia de este anticuerpo es considerado un
buen marcador de infeccion aguda, mas tarde van disminuyendo en forma
gradual, hasta su desaparicion.®? '°2 Sin embargo, no siempre es detectada, en

cerca de un 15% de los casos de infeccidén aguda no podra ser detectada.'®

Anticuerpos especificos IgG y subclases

Se ha senalado que existe un incremento de los anticuerpos de la clase IgG hasta
los 6-9 meses del inicio de la infeccion. También se han estudiado las diferentes
subclases de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), tanto en la primo infeccion como en
la reactivacion de la enfermedad. La deteccion de las subclases IgG anti-
Toxoplasma, podria ser util en el diagndstico temprano de la toxoplasmosis

congénita.'™

La subclase IgG1 ha sido la mayormente estudiada. Siendo la predominante para
diferenciar las etapas de la infeccion, ya que presenta mayor reactividad en sueros
durante la fase aguda que en los de fase cronica. % % Sin embargo, en otros
estudios se ha encontrado que esta subclase de IgG1 presenta un incremento en
su reactividad entre los 0 y los 6 meses del inicio de la infeccion, seguido de un

ligero decremento, pero manteniendo sus niveles a lo largo de los primeros 12
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meses de enfermedad.'” La busqueda de anticuerpos de la clase IgG vy la
subclase 1gG1 mediante el ELISA, ha resultado una prueba muy util para
identificar la infeccion en los recién nacidos, aunque no diferencia con precision a
los no infectados.'®® Los anticuerpos IgG1 e IgG3 presentan niveles altos en la
fase inicial de la infeccion (0-6 meses), seguida de un decremento continuo en el
tiempo.'® La asociacion de la relacién 1gG1/1lgG3>1.0 con la positividad de IgM o
IgA fue encontrada predominantemente en los primeros 3 meses de infeccion,
mientras que, la asociacién entre la relacion IgG1/IgG3 <1.0 con anticuerpos IgM
positivo o IgA negativo fueron observados con mayor frecuencia entre los 3 a 12
meses de infeccién. Lo anterior podria ser un método potencial para distinguir
tempranamente una infeccion aguda de una infeccion cronica de la

Toxoplasmosis.'°

En un estudio previo realizado con muestras de suero de binomios madre-hijo
tomadas al momento del parto, se encontr6 que en los casos infectados, la
frecuencia de anticuerpos IgG1 e IgG2 fue mayor en las madres de nifios con
manifestaciones clinicas, que en aquellas de los subclinicos con significancia para
IgG1. Esto fue contrario a lo esperado, por lo que la IgG1 producida por la madre,
no parece tener un papel protector contra la transmision; sino relacionarse con
problemas clinicos en el hijo. " Estos datos sugieren que las subclases IgG2 e
IgG3, presentes en el suero del neonato y ausentes en el de la madre, indican
infeccion congénita, por lo que resultan utiles para el diagnéstico y, las subclases
IgG3 e 1gG4 presentes en el bebé pueden ser marcadores de problemas
clinicos.*® La explicacion de una respuesta no protectora de 1gG3, pudiera estar
relacionada con la alta afinidad de esta subclase al receptor Fc-yR, que ocasiona
una sefalizacién ligada al inhibidor, que regula a la baja las funciones de la
respuesta inmune, contribuyendo al mecanismo de evasion del parasito de la

respuesta inmune.'"

Anticuerpos especificos IgE

La deteccion de IgE especifica no es un buen marcador, se describe en funcion

del curso clinico de la infeccion. Asi, en las formas asintomaticas, la IgE es
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detectable durante un par de meses y desaparece muy rapido mientras que en las
formas sintomaticas persiste durante varios meses. Hay que sefialar también que
es posible detectar IgE en los casos de toxoplasmosis de reactivacion.® Se sabe
que la presencia de anticuerpos IgE es de mal pronéstico, tanto en la infeccion

congénita como en la adquirida, antes o después del tratamiento.''? '3

Respuesta inmune en mucosas

Debido al tema de interés en este trabajo y tomando en cuenta que la principal
forma de adquirir la Toxoplasmosis es por la via oral, consideramos importante la
revision de esta respuesta a nivel de las mucosas. Como ya se menciono
anteriormente, el sistema inmune es el responsable de mantener la integridad del
individuo ante la gran diversidad de agentes extraios agresores, mejor conocidos
como antigenos (Ag), en este caso Toxoplasma gondii. El sistema inmune secretor
de las mucosas o tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), esta compuesto
por un grupo de tejidos linfoides, organizados en foliculos que se encuentran
presentes en la superficie de todas las mucosas, tanto respiratorias, como
digestivas y genitourinarias.'™ Dichos tejidos pueden presentarse en forma de
foliculos agregados como en las amigdalas palatinas, amigdalas linguales y los

adenoides.'™

El MALT tiene la funcion de impedir el ingreso de antigenos al organismo. Los
antigenos ingeridos o inhalados penetran a través de células que cubren la

mucosa oral, respiratoria y tubo digestivo a nivel de actimulos linfaticos."™

Estudios recientes sugieren un posible papel de las células epiteliales en la
presentacion de antigenos. Células dendriticas situadas en el epitelio de las
mucosas, pueden presentar directamente antigenos hacia las células B vy, dirigir
sus cambios de isotipo hacia la IgA e IgA2 con la ayuda de las citocinas
producidas por las células epiteliales. Por lo tanto, el papel principal de las células
epiteliales es la produccién de anticuerpos IgA de las mucosas, los cuales son

esenciales para la defensa de las mucosas. Las células epiteliales producen el
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componente secretor (glicoproteina) que confiere estabilidad a la IgA, siendo el
responsable del transporte externo de polimeros de IgA e IgM producidos

localmente. "¢ 117

Cuando penetra un agente nocivo, se desencadena una respuesta inmunoldgica a
nivel de las mucosas, donde |la adherencia bacteriana constituye un paso clave en
el desarrollo del proceso patologico; el agente infeccioso permanece en el

hospedero, ganando acceso a los nutrientes a través de este mecanismo.'™

Esta estimulacion antigénica, puede inducir la proliferacion y diferenciacion de
células B y T. La migracion de estos linfocitos sensibilizados hacia los tejidos
secretorios, como las glandulas salivales, en los que las células B se diferencian,
proliferan y maduran espontaneamente en células plasmaticas. Estos linfocitos B

son grandes productores de anticuerpos.’®

La infeccién de las mucosas producidas por patdégenos intracelulares, induce la
inmunidad mediada por células'®®, como la que se pone de manifiesto en las
células T tipo 1 (CD4+, CD8+) y en los linfocitos citotoxicos. Estas respuestas son
acompanadas normalmente, por la produccidon de anticuerpos para la sintesis de
IgA secretoria (s-IgA), las cuales proveen una primera linea de defensa, muy

importante contra la invasion de agentes patégenos hacia los tejidos."'®

Un antigeno puede desencadenar la produccién de inmunoglobulinas (Igs) de
diferentes tipos: IgA, 1gG, IgM, IgD e IgE; las cuales, tienen propiedades bioldgicas

e inmunoldgicas distintas.

Inmunoglobulinas en las mucosas

Aunque en las mucosas se sintetizan todas las inmunoglobulinas, la mas
caracteristica es la IgA, teniendo una distribucion porcentual en los fluidos internos
(sangre, liquidos intersticiales), la razon IgG/IgA es de 5:1. Sin embargo, en las
secreciones asociadas a las mucosas (saliva, lagrimas, secreciones intersticiales,

leche, etc.) la razén IgG/IgA es <1.'%°
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La IgM en secreciones esta asociada al componente secretor, aunque su
concentracion es menor que la de IgA. Por su parte, la concentracion de IgG en
secreciones puede ser igual, o incluso mayor que para la IgM, aunque su
transporte no esta asociado al receptor de polinmunoglobulina y, por tanto,

tampoco al componente secretor.’ '

Pequenas concentraciones de |IgE pueden aparecer en secreciones,
fundamentalmente en casos en que reacciones alérgicas afecten la permeabilidad

del tejido mucoso."

Debido a que la vida media es de 5 dias para la mayoria de las células de IgA del
plasma, muchas de ellas se convierten en células B, para garantizar un
suplemento continuo de anticuerpos IgA en las mucosas. Por esto, las células
circundantes deben proveer un suplemento constante de citocinas, necesarias
para el cambio de isotipo de las células B, para el crecimiento y para la

diferenciacion de las células secretorias de IgA del plasma.™

En el organismo, la IgA secretora constituye mas del 80% de todos los anticuerpos
producidos por el MALT. La respuesta inmune humoral en las mucosas es
principalmente del isotipo IgA. Este anticuerpo puede atravesar las membranas de
las mucosas y ayuda a impedir la entrada de los microorganismos.''® Las células
linfoides asociadas a la mucosa, recirculan principalmente dentro del MALT. Asi
las células linfoides estimuladas por un antigeno en las placas de Peyer, viajan por
la linfa hacia los linfaticos regionales y, luego por el conducto toracico a la
circulacion, para de nuevo establecerse en las mucosas, donde secretan IgA. La
recirculacion especifica (tropismo por las mucosas) se basa en las moléculas de
adhesion que estas células expresan. Basandose en este mecanismo, la
estimulaciéon antigénica en un area de la mucosa provoca una respuesta de
anticuerpos (IgA) en otras zonas mucosas.'® La mayoria se produce como
resultado de una sintesis y, no del torrente circulatorio. Solamente los PMN
neutrofilos presentan un receptor para la IgA.117 Existen dos subclases de IgA:
IgA1 e IgA2, con diferente distribucion en tejidos corporales. En el caso de IgA1 la

distribucioén en los fluidos internos es casi del 90% y en las secreciones mucosas

34



entre un 40-60%. Por otro lado, quiza en respuesta a las proteasas producidas por
algunos organismos capaces de hidrolizar a la IgA1, la distribucion de la IgA2

puede ser de hasta 60%."'%°

El papel bioldgico de la IgA en las secreciones (IgAs) es:

1) Antiviral (tanto frente virus que producen infecciones locales como a virus que
se diseminan). Neutraliza mediante el bloqueo de receptores especificos,
impidiendo la colonizacidon de la mucosa. También desarrolla una funcién
antibacteriana, porque impide la adherencia y colonizacion de las superficies
mucosas. Ademas, es capaz de neutralizar toxinas bacterianas (cdlera) y llevar a
cabo una accién antiparasitaria.

2) Neutralizacion de los virus dentro de las células endoteliales infectadas.

3) Formacién de complejos inmunes, dado el contacto frecuente con los
antigenos. La IgA secretora contribuye a su eliminacion (Ag+lgG+IgA). Por otro
lado, la IgA es poco inflamatoria ya que activa poco al complemento. Es por esto
que, los complejos formados con IgA tienen muchas menos posibilidades de

desencadenar enfermedad por inmunocomplejos.'?

Los principales mecanismos de inactivacion de las inmunoglobulinas estan
relacionados con su degradacion enzimatica.
La cavidad oral presenta dos nichos biolégicos como entidad inmunoldgica. % 124

1. Saliva: mezcla de elementos excretados por las glandulas salivales,
mucosa oral y surcos gingivales; componentes solubles y anticuerpos. En el
Cuadro 2 se describen dichos componentes.

2. Fluido gingival: componentes solubles, anticuerpos y células como se
expresa en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Componentes solubles e insolubles de la cavidad oral, presentes en

la saliva y el fluido gingival

Componentes solubles de la saliva

Componentes antimicrobianos

Mucinas
Lactoferrina
Peroxidasa salival
Lisozima

Sinergia con IgA secretora

Promotores de la adhesién
selectiva de microorganismos

Proteinas ricas en histidina
Péptidos ricos en prolina
Beta-2-microglobulina
Fibronectina

Anticuerpos

IgA1 40%

IgA2 60%

Componente secretor de IgA, IgM
IgG

Componentes solubles del fluido gingival

IgG= opsonizacion y

Inmunoglobulinas lgG>IgA>IgM neutralizacion
Complemento Factores C3 y C4 Opsonizacion
AlbUmina, transferrina,
fibrindgeno, prostaglandinas,
lisozima y citocinas.
Componentes celulares

Fluido gingival Sangre
PMNs 95-97% 60%
Linfocitos 1-2% 20-30%
T 30% 60-70%
B 70% 15-30%
Monocito-macréfagos 2-3% 5-10%

Regueiro et al, 1997
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La saliva como fluido diagnéstico

La saliva se ha utilizado para controlar farmacos y hormonas'® % 12" también
para el diagndstico de enfermedades infecciosas virales, por levaduras o

parasitarias.'?® 1%

Estas revelaciones han constituido la base del campo del
estudio de la saliva y, por lo tanto, han desencadenado investigaciones que han
culminado con la identificacion de marcadores basados en saliva para trastornos
que van desde el cancer hasta enfermedades infecciosas.°

La informacién obtenida de microbios orales y factores inmunoldgicos sigue siendo
uno de los aspectos mas intrigantes en la busqueda de biomarcadores salivales.
Hoy en dia, la saliva se considera como un fluido biolégico capaz de reflejar el
estado de salud actual de un individuo. Los esfuerzos continuos en este campo
podrian llevar al establecimiento de ensayos, clinicamente aceptables, para la

deteccion y monitoreo de distintos estados de enfermedad en todo el cuerpo.

Propiedades de la saliva y las glandulas salivales

Tal como fue expuesto anteriormente, la saliva contiene inmunoglobulina A
secretora, procedente de las células plasmaticas de las glandulas salivales, pero

también de IgG e IgM exudadas en el liquido gingival crevicular. '

La saliva es generada dentro de las glandulas salivales por las células acinares,
recolectada en pequefios conductos y posteriormente liberada en la cavidad oral
(Figura 9)."%2
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Nervio Trigémino

Nervio Facial

Glandula Parétida Janice M. Yoshizawa
etal. 2013

Glandula sublingual
Glandula submandibular

Figura 9. Ubicacion bilateral de las glandulas salivales mayores (parétidas, submandibulares y
sublinguales) y los nervios encargados de su inervacidn (trigémino y facial).

Cada glandula salival es altamente permeable y esta envuelta por capilares
(Figura 10), caracteristica que permite el libre intercambio de moléculas de base
sanguinea en las ceélulas acinosas productoras de saliva adyacentes. Los
investigadores postulan que las moléculas derivadas de la sangre ingresan a los
tejidos salivales a través de rutas transcelulares (transporte pasivo y activo) o

paracelulares (ultrafiltracion extracelular)'®

y podrian potencialmente, influir en la
constituciéon molecular de los fluidos orales. Esto sugiere que, los componentes
circulantes de la enfermedad absorbidos por las glandulas salivales pueden alterar
la composicion bioquimica de las secreciones salivales. En consecuencia, los
fluidos orales pueden contener informacion molecular, capaz de comunicar el
estado de salud actual de un individuo. Aunque queda mucho por demostrar, este
mecanismo hipotético intenta explicar la etiologia de los marcadores diagnosticos

basados en la saliva.”*
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Janice M. Yoshizawa et

Figura 10. Mecanismo de transporte molecular del suero a los conductos de las glandulas salivales. La
imagen muestra la proximidad de una glandula salival importante al sistema vascular. Las glandulas
salivales estan muy vascularizadas, lo que permite el intercambio de componentes a base de sangre. Las
células acinares dentro de las glandulas salivales absorben moléculas de la sangre y secretan jugos
salivales en la cavidad bucal. Las alteraciones en la composicion molecular de la sangre pueden
modificar posteriormente la composicion de las secreciones salivales.

Saliva versus sangre

Al igual que la saliva, la sangre es un fluido corporal complejo que se sabe
contiene una amplia gama de componentes moleculares, incluidas enzimas,
hormonas, anticuerpos y factores de crecimiento.'® Mientras que las células, los
tejidos, y otras alternativas se persiguen rutinariamente, el suero o plasma
sanguineo es tradicionalmente y, con mayor frecuencia, la fuente de
biomarcadores medibles. Los procedimientos necesarios para recolectar y
finalmente analizar las muestras de sangre a menudo pueden ser costosos,
problematicos y fisicamente intrusivos. El uso de fluidos salivales como medio

para el desarrollo y evaluacion de biomarcadores presenta una mejor aceptacion
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del paciente a través de la provision de un método no invasivo de detecciéon de

enfermedades. '

Comparativamente, la saliva tiene muchas ventajas sobre la sangre, incluidas las
siguientes:

La coleccion es poco exigente. Si bien las muestras de sangre requieren personal
altamente capacitado, cualquier persona puede realizar la obtencion de saliva,
incluida la auto-recoleccion.

El procedimiento no es invasivo. La obtencion de muestras es indolora, lo que
reduce la incomodidad que la mayoria de las personas padecen como resultado
de biopsias y extracciones de sangre repetidas, al mismo tiempo que alienta a
otros a participar en evaluaciones médicas y evaluaciones oportunas.

Las muestras son mas seguras de manejar. Las secreciones salivales contienen
factores que inhiben la infectividad del VIH, lo que resulta en tasas de transmisién
oral extremadamente bajas o insignificantes."®

Las muestras son mas faciles de enviar y almacenar. La saliva no coagula y
requiere menos manipulacion que la sangre.

El procedimiento es econdmico. La saliva se recolecta, envia y almacena
facilmente, lo que reduce los costos generales para los pacientes y los

proveedores de atencion médica.

Una de sus grandes desventajas y que debe considerarse es que, si bien la
mayoria de los analitos detectados en el suero sanguineo también se encuentran
en la saliva, sus niveles disminuyen sustancialmente.™ Por ejemplo, en adultos
sanos, los niveles de IgG (5 a 30 mg / ml frente a 5 a 30 ug/ ml) e IgM (0,5 a 1 mg
/ ml frente a 5 a 10 pg / ml) son varias veces mas altos que los encontrados en la
saliva, pero a la inversa, los niveles de IgA son normalmente de 250 a 500 pg / mi
en suero y de 2.5 a 5 mg / ml en saliva."™ Aun asi, la correlacién entre los
constituyentes salivales y los basados en la sangre implica que, si bien estos dos
biofluidos son separados y unicos, pueden estar vinculados a un nivel
molecular. Por lo tanto, es imperativo que exploremos la saliva como una

alternativa potencial a los diagnésticos basados en tejidos y en la sangre.
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Toxoplasmosis y saliva

Existe muy poca evidencia acerca de estos anticuerpos especificos anti-T. gondii
en saliva y la mayoria de los estudios estan basados en la busqueda de los

anticuerpos de clase IgG en muestras de saliva y suero.

En estudios anteriores se han medido anticuerpos anti-T. gondii en saliva,
empleando ensayos de aglutinacién para identificar 1gG, IgM e IgA en individuos
infectados en la fase aguda. ™*° En otro estudio se demostré que la IgA de la
saliva, a diferencia de IgG, refleja su nivel en suero. Recientemente, la IgG
especifica se encontré en la saliva de un alto porcentaje (64% y 98%) de los
pacientes con VIH/SIDA con encefalitis toxoplasmica, diagnosticados por ELISA y
Western blot, respectivamente. Los anticuerpos IgM también se encontraron en el
81% de las muestras de saliva. "*° En otro trabajo se correlacioné IgG en suero
con neurotoxoplasmosis, IgA en liquido cefalorraquideo e IgG en saliva, como

4 En otro

posibles marcadores de diagndstico en la encefalitis toxoplasmica.’
estudio mediante Western blot modificado, fue posible detectar 58 pacientes
positivos en saliva, de 59 seropositivos de IgG anti-Toxoplasma.'*?

El estudio de la toxoplasmosis resulta de gran relevancia, ya que es considerada
un problema de salud publica, que puede traer consecuencias graves a los
pacientes inmunocomprometidos y a los fetos o recién nacidos. En la actualidad
existen obstaculos que dificultan el diagndstico a tiempo de esta parasitosis, pues
el costo del examen en suero es alto y la escasa informacion acerca de las
diferentes clases y subclases de anticuerpos no han sido estudiados con relacién
a la presencia de las diversas manifestaciones clinicas. Actualmente existen
escasos reportes que empleen la saliva como una alternativa para el diagnéstico

de esta enfermedad.
Con el fin de disponer de evidencia precisa a lo anteriormente expuesto, se realizé

el trabajo de investigacion “Determinacion de anticuerpos especificos de la clase

IgA y de las cuatro subclases de 1gG en muestras de saliva y suero en individuos
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con infeccion congénita o adquirida por Toxoplasma gondii” en el que se

obtuvieron los siguientes resultados:

Determinacion de anticuerpos especificos anti-Toxoplasma
gondii en muestras de saliva y suero

Correlacion entre muestras de suero y saliva para las clases y subclases de
IgG e IgA. Resultados

%3 en general no se observd

En el articulo publicado por Canedo y cols.,
correlacion entre muestras de saliva y suero, excepto para los anticuerpos de
clase IgG total; lo que significd que, los individuos que fueron positivos para un
anticuerpo generalmente fueron negativos o con baja respuesta para los otros
anticuerpos, especialmente para los anticuerpos de las subclases 1gG2 e 1gG4, la
mayoria resultaron positivos en saliva, pero negativos o con muy baja respuesta
en suero, exceptuando dos casos en la IgG4 (Figura 11). Para la IgA no es
sorprendente, pues se sabe que hay produccidén local en mucosas; pero los
resultados de las subclases de IgG sugieren que también hay una respuesta local
y que no hay paso de éstas de la mucosa oral hacia el suero (respuesta

sistémica).
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Figura 11. Correlacion de los indices de reactividad de los anticuerpos de clase IgA, y las cuatro subclases de IgG especificos, contra
Toxoplasma gondii en muestras de suero y saliva, determinados por ELISA. Las lineas verticales y horizontales, dentro de cada
grafica, representa los puntos de corte de suero y saliva, respectivamente. P< 0.001 con significancia estadistica. NS = no
significativa.

En los siguientes graficos, se muestran las curvas ROC que se emplearon para
determinar la capacidad diagndstica de infeccion por T. gondii tanto de los
anticuerpos de clase IgA, IgG total, como de las cuatro subclases de IgG para
cada tipo de muestra. Se puede observar que tanto la IgG total como la IgG1 en
suero, tienen un mejor valor diagndstico usando suero que usando saliva lo que

apoya la tesis de este trabajo.
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Sensibilidad

Suero Pafukfiitro P Saliva -o Saliva

IgG total IgG total
IgG2 o IgGtotal 1gG2 S IgGtotal =
IgA 3 IgA 2 1aG2 2
= 19G2 5 lgGtotallg 3 IgG total
i 7] 7]
g IgG4 & IgA  1gG4 g IgA
»n IgGA » I(,gGA »
1gG2 IgG2
1-Especificidad 11 peeftiticidad 1 -Esp_ecificidagd 1-Especificidad

Curvas ROC de los anticuerpos anti-T. gondii de clase 1gG, IgA, y de las subclases de I1gG usando muestras de

suero o saliva.

En comparacién con la sensibilidad y especificidad de IgG total en suero (73% vy
98% respectivamente), la sensibilidad y especificidad en saliva fue de 67% y 60%.
(Cuadro 3 y 4) En el Anexo 1 se presenta la metodologia y los resultados que

soportan ésta investigacion. En el Anexo 2 articulo publicado en el 2018.
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Cuadro 3. Parametros Diagndsticos del ELISA para la deteccion de infeccion por T. gondii con
anticuerpos de las clases y subclases de IgG e IgA anti-Toxoplasma en muestras de suero

Marcadores Sensibilidad Especificidad VPP VPN Verosimilitud Verosimilitud Precisiéon

Positiva Negativa
I9G 0.73 0.98 098  0.71 29.2 03 83%
IgG1 0.66 0.98 098 066 26.4 03 79%
IgG2 0.37 0.93 088 050 5.0 07 60%
IgG3 0.37 0.90 085 049 37 07 59%
IgG4 0.14 0.90 067 041 1.4 1.0 44%
IgA 0.36 0.90 084 049 36 07 58%
IgG1 6 IgG2 078 0.90 092 073 78 02 83%
IgG1 6 IgG3 078 0.90 092 073 78 02 83%
IgG1 6 IgG4 0.68 0.88 089 065 56 0.4 76%
IgG1 6 IgA 0.80 0.90 092 075 8.0 02 84%
IgG2 6 IgA 0.61 0.83 084 059 35 05 70%
IgG3 6 IgA 059 083 083 058 34 05 69%
IgG2 6 IgG3 053 0.88 086 056 42 05 67%
IgG2 6 IgG4 0.41 0.85 080 049 27 07 59%
IgG4 6 IgA 0.41 0.83 077 049 23 07 58%
IgG3 6 IgG4 042 0.85 081 050 28 07 60%
IgG1 6 19G2 6 1gG3 0.83 0.88 091 078 6.6 02 85%
IgG1 6 IgG2 6 IgG4 0.86 0.83 088  0.80 49 02 83%
IgG1 6 IgG2 6 IgA 0.88 0.83 088 083 5.0 0.1 86%
IgG1 6 IgG3 6 IgG4 078 0.85 088 072 52 03 81%
IgG1 6 19G3 6 IgA 0.86 0.83 088  0.80 4.9 02 85%
IgG2 6 IgG3 6 IgG4 054 0.83 082 055 3.1 06 66%
1gG2 6 IgG3 6 IgA 0.69 0.80 084 064 35 04 74%
IgG3 6 IgG4 6 IgA 0.61 078 080 057 27 05 68%
IgG4 6 IgA 6 IgG2 0.61 078 080 057 27 05 68%
IgG4 6 IgA 6 IgG1 0.80 083 0.8704 0.73 46 02 81%
IgG1 6 1gG2 6 1gG3 6 IgG4 0.83 0.83 088 077 47 02 83%
IgG1 6 1gG2 6 1gG3 6 IgA [0.92* 0.80%] 087 086 46 0.1
IgG1 6 1gG2 6 1gG4 6 IgA 0.88 078 085 082 39 02 84%
IgG1 6 1gG3 6 19G4 6 IgA 0.86 078 085 079 38 02 83%

Si VPOs =10 son concluyentes , VNEs <1.0 son concluyentes

AN/ N /DAl N
Cuadro 4. Valores Diagnosticos del ELISA para la deteccion de infeccion por T. gondii con
anticuerpos de la clase IgA y las subclases de IgG anti-Toxoplasma en muestras de saliva

Marcadores Sensibilidad Especificidad VPP VPN Verosimilitud Verosimilitud Precisiéon
Positiva Negativa
I9G 0.27 1.00 100 048 0.0 0.7 56%
1gG1 0.33 0.83 074 045 1.9 0.8 53%
IgG2 0.28 0.75 063 041 1.1 1.0 47%
IgG3 0.27 0.70 057  0.39 0.9 1.0 44%
lgG4 0.13 0.80 050 164 07 1.1 40%
IgA 0.37 0.93 0.88 049 4.9 0.7 59%
IgG1 6 1gG2 048 0.70 071 047 16 0.7 57%
1gG1 6 1gG3 047 0.65 0.67 0.45 1.3 0.8 54%
IgG1 6 IgG4 0.38 0.70 0.66 043 1.3 0.9 51%
IgG1 6 IgA 0.58 0.75 078 055 2.3 0.6 65%
I9G1 6 1gG2 6 1gG3 0.52 0.63 0.67 046 14 0.8 56%
IgG1 6 1gG2 ¢ IgG4 0.48 0.63 0.66 045 1.3 0.8 54%
I9G1 6 1gG2 ¢ IgA 0.65 0.63 072 054 17 0.6 64%
IgG1 6 1gG3 6 IgG4 0.47 0.58 062 042 1.1 0.9 51%
IgG1 6 1gG3 6 IgA 0.67* 0.60% 071 055 17 0.6 [ eabe
IgG1 6 1gG4 ¢ IgA 0.60 0.63 071 051 1.6 0.6 61%
I9G1 6 1gG2 6 1gG3 6 IgG4 0.52 0.55 0.63 043 1.1 0.9 53%
I9G1 6 1gG2 6 1gG3 6 IgA 0.68 0.58 071 055 16 0.6 64%
IgG1 6 1gG2 6 1gG4 6 IgA 0.65 0.55 068 051 14 0.6 61%
IgG1 6 1gG3 6 1gG4 6 IgA 0.67 0.53 0.68  0.51 14 0.6 61%

Si VPOs =10 son concluyentes , VNEs <1.0 son concluyentes
VPN=? VPP =?
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En estudios previos ya se han demostrado la presencia de anticuerpos especificos
de las clases IgG, IgM e IgA en muestras de saliva, en algunos de estos estudios
los niveles de IgA e IgG salival reflejan los del suero, pero con valores de
sensibilidad y especificidad bastante bajos como los encontrados en este ultimo
estudio.’? ™40 142 144 145 Eote trabajo fue el primero en estudiar anticuerpos
especificos de las subclases de IgG en saliva, para establecer los parametros de
diagndstico se utilizé la clase IgG total en suero como estandar de referencia 145
los resultados mostraron mayor correlacion con el anticuerpo IgG1 presente en
suero. Los anticuerpos de clase IgG1 presentes en saliva arrojaron un mejor
resultado para diagnosticar una infeccién que los anticuerpos de clase IgG total
salivales en contraste con el estandar de referencia, aunque con una sensibilidad
baja. Esto pudiera ser respuesta a que la IgG1 es la subclase predominante en el

61107 | os valores de sensibilidad

suero y pudiera reflejarse también en la saliva.
fueron bajos (0.36) para las clases de IgA y todas las subclases de IgG de forma
individual. A pesar de que las combinaciones de varias subclases brindan mejores
parametros de diagndstico, su uso combinado resultaria en una tecnologia

costosa y la necesidad de una muestra de saliva mayor.

Los resultados muestran que la mayoria de los casos que en saliva tenian
presencia de anticuerpos especificos de 1gG2, IgG3 e IgG4 presentaron una
respuesta negativa en suero. Tomando en cuenta que Toxoplasma gondii se
adquiere por via oral, excluyendo a la infeccién congénita y las formas adquiridas
por transplante o de manera accidental '°; la presencia de anticuerpos en la saliva
puede ser el resultado de la exposicion local al parasito sin desarrollar una
infeccion sistémica. En general, los resultados muestran un perfil de subclase de
IgG diferencial entre la saliva y el suero, no explorado previamente. Estos
resultados pueden sugerir un papel importante del sistema inmunitario oral,
probablemente al limitar la infeccion sistémica por T. gondii, ésto siendo relevante

para ser corroborado en proximos estudios.
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Las conclusiones a las que se llego en este estudio fueron que: se reportaron baja
sensibilidad, especificidad y valores predictivos de las muestras de saliva frente a
las muestras de suero en el diagnostico de toxoplasmosis congénita o adquirida.
Los valores de sensibilidad fueron bajos (0.36) para las clases de IgA y todas las
subclases de IgG de forma individual. A pesar de que las combinaciones de varias
subclases brindan mejores parametros de diagnodstico, su uso combinado
resultaria en una tecnologia costosa y la necesidad de una muestra de saliva
mayor. También se observaron que la mayoria de los casos que tenian presencia
de anticuerpos especificos de 1gG2, IgG3 e IgG4 en saliva, presentaron una
respuesta negativa en suero. Tomando en cuenta que Toxoplasma gondii se
adquiere por via oral, excluyendo a la infecciéon congénita y las formas adquiridas
por transplante o de manera accidental la presencia de anticuerpos en la saliva
puede ser el resultado de la exposicion local al parasito sin desarrollar una
infeccion sistémica. Lo que sugiere que existe una respuesta inmune local, distinta

a la sistémica en un mismo individuo.

. CONCLUSION

En general, la informacion presentada en este trabajo propone que la muestra de
saliva sigue siendo una alternativa a la muestra de sangre para el diagnéstico de
diversas enfermedades con buenos resultados, en el caso de la infeccidon
congénita o adquirida por toxoplasma gondii los resultados no fueron favorables
para su empleo como método diagnéstico de esta enfermedad. Sin embargo la
informacion obtenida de los resultados es que muestran un perfil de subclase de
IgG diferente entre la saliva y el suero, no explorado previamente. Esto pudiera
sugerir un papel importante del sistema inmunitario oral, probablemente al limitar
la infeccidn sistémica por T. gondii. Siendo necesario disefiar nuevos estudios que
aporten un mayor nivel de evidencia, con criterios de seleccidn mas estrictos,

como estudios de casos y controles o de cohorte.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Los pocos hallazgos encontrados en la literatura. En las investigaciones
analizadas, no se encuentra un gran sustento relacionada con la busqueda de
anticuerpos especificos anti-toxoplasma gondii presentes en la saliva, ya que se
encuentran basados en estudios transversales con muestras por conveniencia,
presentando limitaciones en la documentacion de los resultados de la prueba, ya
que éstos son distintos en sujetos sin y con la presencia de Toxoplasmosis. Por lo
que se recomienda realizar estudios con otros disefios y con un tamafo de

muestra mayor, generando resultados mas precisos.

Posibles sesgos que pueden afectar la evaluacion de la saliva como método
diagnodstico, ya que las investigaciones previas presentan variabilidad
metodoldgica relacionada con la muestra y su procesamiento (congelaciéon y/o
mantenimiento a diferentes temperaturas); variabilidad metodolégica relacionada
con las técnicas empleadas en el laboratorio para su determinacion (método de
medida, precision del método). Siendo esto fundamental a tomarse en cuenta en
las condiciones de recoleccion de las muestra de saliva, han de estar
perfectamente protocolizadas y estandarizadas, para asegurar que las condiciones

sean Optimas en estudios subsecuentes.
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ANEXO 1

TRABAJO DE INVESTIGACION

“Determinacioén de anticuerpos especificos de la clase IgA y de las cuatro
subclases de IgG en muestras de saliva y suero en individuos con infeccién
congénita o adquirida por Toxoplasma gondii”

OBJETIVO GENERAL

Comparar la presencia de anticuerpos especificos de clase IgA, 1gG1, 19G2, IgG3
e 1gG4 entre muestras de saliva y suero, de recién nacidos infectados

congénitamente, e individuos con infeccion adquirida por Toxoplasma gondii.

Objetivos especificos

e Determinar la presencia de anticuerpos especificos IgA, 1gG1, 1gG2, 1IgG3 e
IgG4 en muestras de saliva y en suero por medio de ELISAs, en pacientes
diagnosticados con toxoplasmosis, en el Laboratorio de inmunologia
experimental del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

e Determinar la correlacion de los anticuerpos de IgA, 1gG1, IgG2, 1gG3 e

IgG4 entre saliva y suero de pacientes con toxoplasmosis.

Tipo de estudio

Estudio transversal.

Aspectos éticos

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del
Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud de México con numero de
registro 060/211 y apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT No. 181175).
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Ubicacion del estudio

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Inmunologia Experimental del
Instituto Nacional de Pediatria (INP).

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion: individuos con infeccién congénita o adquirida por T. gondii
de cualquier edad y sexo, confirmados por pruebas de laboratorio con o sin
sintomas/signos clinicos, que aceptaron participar en el estudio o, cuyos padres o

tutores autorizaron la inclusion, en caso de menores de edad.

Criterios de exclusién: Se excluyeron todos aquellos individuos que presentaron

infecciones por otras causas, hipertension o diabetes.

Tamano de la muestra

Se estudiaron 99 casos. Los pacientes involucrados en este estudio, provinieron
del proyecto “Tamiz pre y posnatal de infeccién congénita en la Ciudad de México”
y, fueron atendidos en los respectivos centros de referencia: Hospital Gea
Gonzalez, Hospital Naval de Especialidades, Instituto Nacional de Perinatologia e
Instituto Nacional de Pediatria. Los casos estudiados, fueron reclutados durante 2
afos, posterior a un tamizaje inicial de los hospitales de referencia o, como
confirmacion de casos clinicos, presentados en el Laboratorio de Inmunologia
Experimental del Instituto Nacional de Pediatria, los cuales cumplian con los
criterios de inclusion establecidos. Este estudio fue aprobado por el comité de
ética de la institucion y se cuenta con el consentimiento informado de todos los

participantes en este estudio.
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Estrategia del estudio

Se trabajaron muestras de nifios y adultos con infeccion congénita o adquirida por
T. gondii, obtenidos de manera prospectiva, anidada al proyecto “Tamiz pre vy
posnatal de infeccion congénita en la Ciudad de México”, o por necesidades de
confirmacion de diagndstico para su atencion médica. Se buscaron anticuerpos
de clase IgA, IgG total y de las subclases 1gG1, 1gG2, IgG3, 1IgG4 mediante un
ELISA indirecto, como se indica en la Figura 1. Previa estandarizacion de las
técnicas de ELISA para la deteccion de cada anticuerpo especifico anti-
Toxoplasma, en ambos tipos de muestra (suero y saliva). Se realizé el analisis de

las muestras en el Laboratorio de Inmunologia Experimental.

Figura 1. Estrategia del estudio
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Métodos de laboratorio
Poblacién y muestras biolégicas

Se estudiaron 99 sujetos, 90 mujeres (edad media de 30.9), de las cuales 77
estaban embarazadas y 9 hombres (edad media de 30.2). Las muestras fueron
analizadas y clasificadas a partir de pruebas estandarizadas de laboratorio, para la

deteccion y confirmacion de infeccidén por T. gondii:

a) ELISA indirecto para anticuerpos IgG en suero
b) Western blot para IgG e IgM

c) PCR en tiempo real punto final

Obtencidén del antigeno

El antigeno usado para el ELISA se produjo a partir de los parasitos obtenidos del
exudado peritoneal de los ratones de la cepa RH, se resuspendieron en solucion
de NaCl 0.15 M, amortiguada con fosfatos 0.01M, pH 7.4 y se centrifugé a 1,200
rom /5 min, para quitar detritus celular, si era necesario, se centrifugaba a baja
velocidad hasta obtener un grado de pureza >90% de los taquizoitos. Se
resuspendieron en una solucion comercial (Sigma®) que contiene una mezcla de
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Dentro de un recipiente con hielo se
sonificaron 3 veces a 7 hz, por periodos de 1 minuto, con descansos intermedios
de 5 minutos. Después del sonificado se centrifugd a 10,000 rpm x g durante 1
hora a 4° C, el sobrenadante se fraccion6 y se almacen6 a —70° C hasta su uso.
Se cuantificd la concentracién de las proteinas por el método de Bradford con el

reactivo comercial de Bio-Rad. 4°

Obtencion y procesamiento de las muestras

Procesamiento previo de las muestras para la deteccion de los anticuerpos
especificos

Fueron recolectadas muestras pareadas de suero y saliva de cada individuo: para

la muestra de sangre se tomaron 3ml de sangre por medio de venopuncion y 3ml
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de la muestra de saliva recolectada en tubos de plastico con tapa plastica con
inhibidores de proteasas. En el caso de los bebes, la toma de la muestra de saliva
fue asistida con una perilla estéril o pipeta de plastico, fueron fraccionadas con
inhibidores de proteasas y conservadas ambos tipos de muestras a -20°C hasta su

analisis.

Determinacion de anticuerpos especificos de Toxoplasma gondii

ELISA indirecto para muestra de suero:

Para determinar anticuerpos de clase IgG total y subclases IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4
e IgA especificos anti-T. gondii en el suero, se utilizé el siguiente procedimiento: 1)
En placas de ELISA de polipropileno (Maxisorb, Nunc, Roskilde, Denmark)® se
colocaron 100 yL/pozo del antigeno de T. gondii a una concentracion de 5 ug/mL
en solucion amortiguadora de carbonatos 0.1M pH 9.0, y se incubaron durante
toda la noche a 4 °C. 2) Los lavados se realizaron 5 veces con 200 pL/pozo de
PBS con tween 20 (PBS-T), al 0.05% v/v durante 5 minutos. 3) Se incubaron con
albumina bovina al 1.0% en PBS-T durante 30 min, a temperatura ambiente. 4)
Después de lavar 5 veces, se incubaron por duplicado los sueros problema
(diluidos a 1:500 en PBS-Tween 20) durante 2 horas a 37° C. 5) Se prosigui6
lavando la placa 5 veces, anadiendo 100 ulL/pozo del anticuerpo conjugado
correspondiente (se usaron anticuerpos monoclonales biotinilados comerciales
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA®) para las diferentes clases y subclases
conjugados a peroxidasa, (anti- IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 e IgA) a la dilucién éptima
establecida en ensayos de titulacién previos mostrados en el cuadro 2. 6) Se
incubaron durante 2 horas a 37° C. 7) Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, fue lavada la placa 3 veces con PBS-T y 2 veces con PBS. 8) Para
todas las subclases de IgG, se realizé un paso final con estreptoavidina con
peroxidasa de (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA®). 9) La actividad
enzimatica fue revelada con 4 mg de O-fenilendiamina/H,O,, se diluyé en un
amortiguador que contiene, 10 ml sol. de acido citrico, de sol. de citratos 0.1M: 4
ML de H207 al 30. 10) Se incubaron durante un maximo de 30 min, después de lo
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cual se detuvo la reaccion con 50 pL de H,SO4 2N. 11) Finalmente, se dio lectura

a la placa en un lector de ELISA a una absorbancia de 490 nm.

ELISA indirecto para muestra de saliva:
Las muestras de saliva se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos, se tomé
el sobrenadante y se fraccionaron en dos tubos, para ser almacenados a -20°C

hasta su analisis.'*’

Para determinar anticuerpos de clase IgG total y subclases IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4
e IgA especificos anti-T. gondii en la saliva, se utilizo el siguiente procedimiento: 1)
Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con 100uL/pozo de anti-lg humana a
una concentracion de 5 pg/mL, como control positivo de reaccion (directo) de la
placa, utilizando saliva sin diluir, 100 yL/pozo en amortiguador de boratos y como
control negativo de la placa (blanco) se us6 el amortiguador solo (100 uL/pozo); la
placa se incubd a 4°C toda la noche. 2) La placa fue lavada al siguiente dia con
PBS-Tween 20 al 0.5% y PBS Los lavados se realizaron 5 veces con 200 uL/pozo
de PBS con tween 20 (PBS-T), al 0.05% v/v durante 5 minutos. 3) se bloqueé la
placa con 200 pL/pozo de albumina al 1% diluida en PBS-Tween 20, se incubd a
37°C por 30 minutos. Se lavé nuevamente la placa como se menciona en el paso
numero 2. Se realizé una dilucién 1:50 de cada muestra de saliva en PBS-Tween
20 y se colocaron 100 pL/pozo por duplicado de cada muestra en la placa; se
incubé nuevamente a 4°C toda la noche o a 37°C durante 2 horas. Se lavo la
placa tal y como se menciona en el paso numero 2. Se realizé la dilucion
correspondiente a cada conjugado anti-lg humana con peroxidasa en PBS-Tween
20, concentraciones mostradas en cuadro 2, y se agregd 100 uL/pozo en la placa,
se incubo a 37°C durante dos horas. Pasadas las dos horas, se prosiguié con el
lavado de la placa, como se menciona en el paso numero 2. Se reveld la placa con
la solucién de cromogeno sustrato: 5 mL de citrato de sodio + 5 mL de acido
citrico + 4 yL de peroxido de hidrégeno + V2 tableta de OPD (orto-fenil-diamino).
Finalmente, se agregé 100 uL/pozo de la solucién de revelado en la placa y se
dejo en la oscuridad. Cuando vir6 el color se detuvo la reaccién colocando 50
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ML/pozo de solucién de acido sulfurico y se dio lectura a la placa en el lector de
ELISA a 490 nm.

El punto de corte por ensayo, fue calculado mediante la media de las
absorbancias de 3 controles negativos mas tres desviaciones estandar. Los
resultados de las absorbancias, fueron expresados por el indice de Reactividad

(IR), de acuerdo con la siguiente férmula:
IR= absorbancia de la muestra / el valor del punto de corte

Para el punto de corte final, se realizaron curvas ROC para cada tipo de muestra e

inmunoglobulina.

Variables del estudio

En el siguiente cuadro se concentran las variables dependientes e independientes
empleadas en este estudio

Cuadro 1. Variables del estudio
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Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa SPSS 21. Los valores
de absorbancia de anticuerpos de cada clase o subclase, se correlacionaron entre
la saliva y el suero, por medio de regresion lineal, usando la R de Pearson como
prueba de hipotesis. La concordancia del resultado final (positivo/negativo) se
midid, usando coeficiente Kappa. Se emplearon curvas ROC, para determinar la
capacidad diagnostica de infeccion, por T. gondii de los anticuerpos de clase IgA,
IgG total, asi como de las cuatro subclases de IgG, para cada tipo de muestra. Se
usé x2 para identificar asociacion entre las variables considerando una P<0.05

como significativa.
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Estandarizacion de los ELISAs para detectar anticuerpos anti-
Toxoplasma gondii en muestras pareadas de suero y saliva

Con el proposito de determinar las diluciones adecuadas, para cada tipo de
muestra (suero o saliva) y de los conjugados, se probaron distintas diluciones,
quedando finalmente las diluciones como se describen en el cuadro 2, se utilizaron
muestras pareadas de suero y saliva de 20 individuos, de los cuales, 7 eran
positivos en suero a anticuerpos anti-Toxoplasma gondii, y 13 negativos,
previamente probados por ELISA indirecto para anticuerpos IgG en suero y
confirmados por Western blot para IgG e IgM y PCR en tiempo real punto final.

Cuadro 2. Que muestra las diluciones utilizadas para cada tipo de muestra y los conjugados, asi como los
puntos de corte que se determinaron en la estandarizacion del estudio por medio de curvas ROC.

T Tipo de Dilucion Dilucion Punto de

globulina muestra muestra conjugado Corte
Suero 1:125 1:1000 0.241

IgA
Saliva 1.8 1:500 0.374
Suero 1:500 1:10000 0.325

IgG
Saliva 1:2 1:250 0.367
Suero 1:125 1:2000 0.320

lgG1
Saliva directa 1:500 0,240
Suero 1:125 1:2000 0.271

IgG2
Saliva directa 1:500 0,320
Suero 1:125 1:2000 0.285

IgG3
Saliva directa 1:500 0,270
Suero 1:125 1:2000 0.283

IgG4
Saliva directa 1:500 0,350

El coeficiente de variacion inter-técnico alcanzé un valor de Kappa de 0.9, con un

coeficiente de variacion inter-ensayo de 0.06 a 0.10.
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Estandarizaciéon del ELISA para la deteccion de IgG total (IgGt) anti-T. gondii

en muestras de suero y saliva

Se probaron las siguientes condiciones:

a) Dos concentraciones del antigeno de Toxoplasma a 2ug/mL y 5ug/mL para
muestras de saliva a una dilucion 1:2 y suero a una dilucién 1:500. En la Figura
2 a y b, se pudo observar que en las muestras de suero, no existieron
diferencias en los valores de absorbancia entre las dos concentraciones del
antigeno, tanto en las muestras positivas 1, 2 (recuadro rojo) como negativas
3-6 (recuadro azul). En cambio, en las muestras de saliva, la concentracién de
5ug/ml del antigeno los valores aumentaron, en general, incluyendo el fondo
que presentan los casos negativos. Dados los resultados con las muestras
positivas, se decidié utilizar la concentracion de antigeno de 5ug/ml, para

ambas muestras.
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a ) SUERO y SALIVA

£ 0.80
=
o
()]
S 060
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_{E“ 0.40 | Saliva
o]
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S 020 - -

0.00

BCOIC—AgI C- I 1 2|| 3 5 6 7 8 I

1.00 b Ag (5ug/ml)
SUERO y SALIVA
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B Muestras positivas 0.60

Suero
0.40 —

B Muestras negativas Saliva

0.20 — — - — =

absorbancia 490nm

0.00 T T I T I I I I
BCOC-Ag C-| 1 2 II 3 5 6 7 8

Figura 2. Resultados de la concentracion de antigeno con muestras de saliva y suero,
a dos concentraciones: a) 2 ug/mly b) 5 pg/ml
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b) Se probd la dilucion ideal, para el conjugado anti IgG humana, fijado a
peroxidasa: 1:2500, 1:5000, 1:10 000, 1:20 000, 1:40 000 en muestras de
suero. Para este ensayo, se probaron tres sueros positivos (alto, medio y
bajo) y tres sueros negativos (alto, medio y bajo) a una diluciéon de 1:500;
para la determinacion de la mejor dilucién del conjugado anti-lgG en suero
se tomd como referencia la distancia que hay entre el suero positivo bajo y
el suero negativo alto (Figura 3). Se escogid6 como la mejor dilucién la de

1:10 000. A una concentracion del antigeno de 5 pg/ml.

Titulacion conjugado anti-IgG

. Muestras positivas a 1gG . Muestras positivas a IgG

|
]

e 1. Suero 1
oocw \ e=fl== Suero 2
<

© b/> =i Suero 3
‘o 1.00 - K

2 -

© === Suero 4
el

e === Suero 5
®

0.50
\ e=g==Syero 6

0.00 _— = .
1:2,500 1:5,000 1:10,000. 1:20,000

1:40,000
Dilucién de conjugado anti-lgG

Figura 3. Titulacion del conjugado anti-IgG humana para determinacién de concentracion de éste,
en sueros controles (positivos y negativos) a anticuerpos IgG.

Las mejores condiciones, para distinguir entre un suero positivo y uno negativo
son: antigeno 5Sug/mL; suero: 1:500, la cual se eligio, por la experiencia previa del
Laboratorio de Inmunologia Experimental del INP; conjugado 1:10 000. Los

resultados se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Resultados de la estandarizacion del ELISA para deteccidn de IgG anti T. gondii en el que se diferencian
los sueros positivos: 1, 2, 3; de los negativos: 4, 5, 6 y muestras de suero de individuos probadas.

ELISA para deteccion de IgG total (lgGt) especifica anti-T. gondii en
muestras de saliva

Se

probaron las siguientes condiciones:

a) Antigeno a concentracion de 2ug/mL y 5ug/mL. Se determiné que la mejor
concentracion es 5ug/ml con base en los resultados mostrados en la Figura
12, se decidio probar el antigeno a 5ug/mL para el siguiente ELISA, la cual,
se probaron dos diluciones de la saliva.

b) Se prob6é muestras de saliva diluida 1:2 y 1:4.

Se escogiod la dilucion de 1:2 ya que en los resultados de los ensayos, se

encontraron mas separadas las salivas positivas de las negativas que en la

dilucién 1:4 (Figura 5)
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Figura 5. Titulacion del conjugado anti-IgG humana para determinacion de concentracion de éste, en salivas
controles (positivos y negativos) a anticuerpos especificos anti-IgG
a dos diluciones de la saliva: a) 1:2 y b) 1:4

Ademas se probaron diferentes diluciones del conjugado anti IgG humana fijado a
peroxidasa, diluido: 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000. Se eligio la dilucién del
conjugado: 1:250 por las razones ya expuestas. Podemos concluir que, las
mejores condiciones, para distinguir, entre una saliva positiva y una negativa son:

antigeno 5ug/mL; saliva: 1:2 y conjugado 1:250.

Estandarizacion del ELISA para la detecciéon de IgA especifica anti-T. gondii

en muestras de suero

Se probaron las siguientes condiciones:
Para estandarizar el ELISA se escogieron tres muestras de suero que fueran

confirmadas previamente positivas y tres negativos a IgG anti-Toxoplasma, ya que
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la IgG es uno de los anticuerpos que se buscan de primera instancia. Se busco la

presencia de anticuerpos especificos IgA anti-Toxoplasma en los sueros positivos

a IgG y confirmar su ausencia en los negativos a 1gG. Pues no se contaba con

sueros con ésta clase de anticuerpo para ser utilizados como controles (Figura 6).

Las mejores condiciones, que permiten distinguir entre un suero positivo y

negativo son: antigeno 5ug/mL; suero: 1:125; conjugado 1:500.
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e \tra 4
e Mtra 5

Q== \ltra 6

empm \tra 7

Conjugado 1:500
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=il \tra 11
ey \ltra 12

[l Controles positivos a I1gG

B Sueros en estudio

Figura 6. Resultados de la estandarizacion del ELISA para detecciéon de IgA anti T. gondii en suero.

Mtra 1-3 = Sueros controles positivos a IgG y Mtra 4-12: Muestras de sueros de individuos en estudio.

ELISA para la deteccion de IgA especifica anti-T. gondii en muestras de

saliva

Se probaron las siguientes condiciones: Antigeno a concentracion de 5ug/mL;

saliva: sin diluir (directa), diluido: 1:4 y 1:8. Conjugado anti IgA humana fijado a
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peroxidasa, diluido: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000. Las salivas que se emplearon
para este ensayo, fueron tres positivas a IgG en suero y tres negativas.

Las mejores condiciones de la concentracion del antigeno que permitié distinguir
entre una saliva positiva y una negativa a IgA especifica anti-T. gondii son:

antigeno 5ug/mL (Figura 7).

absorbancia 490nm
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1.60 A & Conjugado anti IgA anti-lgA
k \
1.40 \ g Mtra 1
1.20 i Mtra 2 ?ntigelno de
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1.00 \ i Vtra 3
0.80 e \tra 4
0.60 - .
i |\tra 5 I Muestras positivas a IgG
0.40 — e Mtra total en suero
0.20
0.00 B Muestras negativas a IgG
500 1000 2000 total en suero
Dilucién de conjugado anti IgA
1.80 p ) Titulacion Saliva 1:8
k Conjugado anti IgA
1.60
,E: 1.40 4 == Mtra 1
Q 120 -
2~ \ == \tra 2
g 1.00 e Vtra 3
§ 0.0
Q e Vtra 4
S 0.60 -
8 e Mtra 5
O 0.40
== \tra 6
0.20
0.00 T T |
500 1000 2000

Dilucién de conjugado anti IgA

Figura 7. Titulacion del conjugado anti-IgA humana para determinacién de concentracion de éste,
en salivas controles (positivos y negativos) a anticuerpos especificos anti-IgA
a dos diluciones de la saliva: a) 1:4 y b) 1:8

Bajo las condiciones anteriormente expresadas, en total se estudiaron 99
individuos, 90 mujeres (edad promedio=30.9) y 9 hombres (edad promedio=31.2).
Del grupo de mujeres 77 embarazadas, 51 positivas (66.3%) y 26 negativas
(33.7%), de las cuales, 39 (50.6%) estaban en el primer tercio de la gestacion.
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1 | INTRODUCTION

F. Gémez-Chavez'? | H.Luna-Pastén® | L.B.Ortiz-Alegria® |

Y. Flores-Garcial | R.Figueroa-Damian® | C.A.Macedo-Romero¥ | D.'€orreal

1 ]2 |

Summary

Diagnostic tests for toxoplasmosis are based on serological techniques due to their
high sensitivity. Some IgG subclasses are related to clinical outcome in the congenital
form. In this work, we determined the levels of IgG, IgA, IgG1, 1gG2, 1gG3 and I1gG4
anti-Toxoplasma gondii antibodies in paired saliva and serum samples from 91 women
by indirect ELISA using a crude extract of the RH strain. The levels of IgA, 1gG2, IgG3
and IgG4 antibodies and, to a lesser extent, IgG1 did not correlate between saliva and
serum, that is;most cases that were positive for 4 Ig class in 4, sample were negative
or very low in the other, and vice versa. We also observed that most samples of saliva
that were positive for 4;1gG subclass were also positive for at least 2 of the other 3;
this contrasted with findings in serum, wherein each person was positive almost ex-
clusively for 4 subclass, as demonstrated before by us and other researchers.
Although these findings are disappointing for the use in diagnosis, the richer re-
sponse in saliva might indicate local exposure to T. gondii antigens without systemic
infection; thus, saliva might be reflecting a local (protective?) response against this

protozoan.

KEYWORDS
antibodies, IgA, IgG subclasses, saliva, Toxoplasma gondii

serum can also be neutral, such as 1IgG2, or related to adverse clinical
effects, for example IgM, IgE and 1gG4.24¢

>
-9

Toxoplasmosis is a cosmopolitan, water/food-borne infection caused
by Toxoplasma gondii.* In immunocompetent individuals, it is regu-
larly asymptomatic and self-limiting, but clinical problems arise in
immunocompromised persons, such as HIV patients or congenitally
infected newborns. This is because the immune system maintains
the homeostasis in this host-parasite relationship.>® In fact, many
components of the innate and adaptive responses are involved in
the control of parasite proliferation, including antibodies (abs) which
fix complement, facilitate phagocytosis of the parasite by opsoniza-

tion (human IgG1/1gG3) or neutralize cell invasion. However, abs in

Diagnosis of both acquired and congenital toxoplasmosis is still
based on serology, by detection of IgG, IgM and, to a lesser extent,
IgA abs against parasite crude extract or recombinant antigens.
Different methods have been adapted for the detection of toxoplas-
mosis infection phase, for confirmation of congenital infection and
even to monitor the effectiveness of treatment.””? As saliva samples
are more accessible and their collection is less invasive than serum,
several studies have focused on the detection of IgG, IgM or IgA abs
in this oral fluid, those being the IgG abs with a better diagnostic

performance.m'16

Parasite Immunology. 2018;e12526.
https://doi.org/10.1111/pim.12526
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Some years ago, specific abs of several IgG subclasses were stud-
ied using serum samples from patients with acquired infections.'”*
The main finding was that 1gG1 abs were predominant and long-
lasting. More recently, we and other groups have found that specific
serum IgG subclasses are useful to confirm congenital infection and
may be associated with clinical problems in the newborns.?°22

To determine whether specific abs of different subclasses can be
found in saliva and reflect those of serum, we tested paired samples
from women. We found surprising results about the local response,
which we think deserve attention from scientists interested in mu-

cosal immune response against parasites.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Ethics statement

This study was reviewed and approved by the Research and
Ethics Committees of the National Institute of Pediatrics of the
Mexican Ministry of Health (IRB-NIH numbers IRBO0008064 and
IRBO0008065), with registration number 078/2012. The National
Institute of Perinatology also approved this sample collection,
(212250-22571). Written informed consent was obtained from all
participants.

2.2 | Samples

For the detection of IgA, IgG and the 4 1gG subclasses of anti-T. gon-
dii abs, we recruited 91 women (mean age 30 * 6 years), of whom 72
were pregnant, 53 in the first trimester (74%), eleven in the second
(15%) and 8 in the third (11%). We included the 4 groups because no
differences were observed for any antibody in any sample among
them (not shown). From the 91 women tested, 50 (54.9%) were posi-
tive for 1gG antibodies in serum, 4 with low avidity (4.4%) according
to cut-offs previously determined for the conditions of this work®;
the frequency of positives was larger among pregnant women, that
is 47 (65.3%).

Saliva samples (3.0 mL) were obtained using sterile polypropyl-
ene transfer pipettes and collected in 15.0-mL Falcon tubes which
contained 3 x 107 g of a protease-inhibitor cocktail (Sigma P2714;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and were immediately centri-
fuged at 3566-+pm for 10 minutes. Supernatants were aliquoted and
stored at -20°C until testing. Three-millilitre blood samples were
obtained by venipuncture; serum was separated by centrifugation at
4266-rpm, aliquoted and frozen at -20°C until analysis.

2.3 | Indirect ELISAs

Anti-T. gondii class/subclass antibodies in serum were detected
using indirect ELISA, as previously reported.?®?* Detection was
adapted for saliva comparing several antigen concentrations and
sample dilutions. Final conditions were as follows: polystyrene
plates (Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmark) coated with 5 pg/mL of
the RH strain crude extract of T. gondii, blocked with 1% BSA and

incubated with serum diluted in PBS-0.05% Tween 20 (PBS-T) to
1:500 for IgG, to 1:250 for IgG1 and to 1:125 for 1gG2-4 and IgA.
Saliva samples were diluted 1:2 and 1:8 for IgG and IgA, respectively,
and undiluted for the 4 IgG subclasses. The reactions were devel-
oped with peroxidase-labelled goat anti-human IgG (gamma-chain
specific); IgA (alfa-chain specific; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA); or biotinylated monoclonal abs against each 1gG subclass:
IgGI{clone 8c/6-39), 1gG2 (clone HP-6014), IgG3 (clone HP-6050)
and 1gG4 (clone HP6025) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA),
at previously established optimal dilutions in direct ELISAs. For all
1gG subclasses, a final step was performed with HRP-Streptavidin
(Sigma Chemical Co.) diluted 1:10 000. The enzymatic activity was
revealed with O-phenylenediamine/H,0,, in citrate buffer (pH
5.0) and stopped with 0.1N sulphuric acid. The absorbance values
were determined at 492 nm in a micro-ELISA auto-reader using the
Modulus Microplate Reader (Promega, Madison, WI, USA). The cut-
off was determined per plate and sample type by the mean plus 3
standard deviations of 6 previously tested negative samples. Then,
the Reactivity Index (RI) was calculated dividing the mean absorb-
ance of duplicates of each sample by the cut-off value for each im-
munoglobulin. An Rl 2 1.0 was considered positive. Correlations
between samples and between classes/subclasses in each sample
were calculated by Spearman’s Rho coefficient. A P value <.05
was considered significant. The analysis was performed using Excel
and SPSS v.21 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for
Macintosh, Version 21.0; Armonk, NY: IBM Corp). The diagnostic pa-
rameters of each class/subclass in each sample were calculated with

ROC curves using serum IgG abs as a reference.

3 | RESULTS

Serum/saliva correlations for each antibody class/subclass are
shown in Figure 1. Our findings indicated no correlation between
serum and saliva abs. For IgG and IgG1, several individuals had anti-
bodies in both samples, and few of them were positive only in saliva
or serum; however, no significant correlation was found between
these samples either. Regarding 1gG2, 1gG3, 1gG4 and IgA, most
cases were positive in saliva but negative (or at very low level) in
serum or vice versa, with some exceptions for IgG3 and 1gG4.

When we analysed antibody classes in serum, we only found a
positive correlation between IgG1 and IgG (Figure 2). We also found
that many samples presented higher IgG Rl compared to those of any
IgG subclass or IgA. Moreover, except for IgG1, no correlation among
subclasses and IgG or IgA was observed in serum. Saliva showed no
correlation between IgG or IgA, or between any IgG subclass, but in
contrast to serum, we found 1 group of individuals positive for sev-
eral antibody classes and another, larger group positive for the I1gG
subclasses and negative (or with low RI) for total IgG abs.

When we compared IgG subclasses among them, we found dif-
ferent patterns in serum and saliva (Figure 3). In the serum samples,
we found a response almost exclusive to 1 subclass, except for IgG3
tested against 1gG1 or IgG2; conversely, in saliva, 1gG2, 1gG3 and
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FIGURE 1 Scatter plots showing the correlation between serum and saliva samples for IgG, IgA, IgG1, IgG2, 1gG3 and IgG4 anti-T. gondii
antibodies. Dashed lines depict cut-off values. Double-negative samples are excluded from the correlation analysis. Confidence intervals and
regression lines are not shown, as no significant correlation was found

IgG4 were highly correlated among the—samptes, Correlations be-
tween IgG1 and the other 3 subclasses in saliva identified 3 distinct
groups, one which presented all subclasses and the other 2 repre-
senting exclusive responses.

Because of these findings, the diagnostic performance of differ-
ent IgG antibody subclasses both in serum and saliva was low when
compared to total IgG abs in serum (Figure S1). IgG1 abs had a sen-
sitivity (Se) of 0.67 and a specificity (Sp) of 0.71 in serum and 0.40
Se and 0.85 Sp in saliva. No other antibody gave values of Se and Sp
higher than 0.50 in saliva.

4 | DISCUSSION

In the present study, we evaluated saliva as an alternative, non-
invasive sample to detect IgA, IgG and the 4 1gG subclasses of anti-
T. gondii-specific ‘abs, as we have previously observed that their
serum pattern in maternal/offspring pairs may reflect the clinical sta-
tus of congenitally infected newborns, as it has been corroborated
by others.20:22 Additionally, the predominant Ig class is associated
with prognosis in acquired toxoplasmosis.*

Previous reports have shown that anti-T. gondii 1gG, I1gM and
IgA abs are present in saliva. In some studies, the salivary IgA and
IgG levels reflect those in serum, but they show low sensitivity and
specificity values, as in the present study.’®*® To our knowledge,
searches of anti-T. gondii 1gG subclasses have not been performed

in saliva. We hoped they could help diagnose or suggest prognosis,

but we found a rather different panorama, as they performed badly,
mainly because most positive cases for specific IgG2, IgG3 and 1gG4
abs in saliva were negative in serum and did not correlate to IgG abs
either; thus, they exhibited very low diagnostic parameters.

These results captured our attention when we looked at them
from a different perspective: as Toxoplasma gondii is acquired
orally—except for congenital or artificial (transplant or acciden-
tal) infections—the presence of antibodies in saliva may be the
result of local exposure to the parasite without systemic infec-
tion, which could explain those cases in the present study which
were negative in serum but positive in saliva. Once ingested by
the hosts, sporozoites or bradyzoites are released from oocysts
or tissue cysts in the gastrointestinal tract, and infect enterocytes
quickly, from where they disperse within the body and induce sys-
temic innate and adaptive immune responses.25 Then, the local
dendritic cells produce IL-10, IL-12 and IFN-y, which stimulate T
helper and IgA-producing and IgG-producing plasma cells, both
locally and systemically.?°?? Different studies have shown spe-
cific antibodies in the intestinal mucosa, milk and tears, suggest
g the idea that these local responses have a protective role.?%0
In this context, several murine models have demonstrated that
the nasopharynx-associated lymphoid tissue (NALT) and the gut-
associated lymphoid tissue (GALT) promote an effective pro-
tection against T. gondii antigens locally and systemically.?”%! In
humans, NALTSs, such as adenoids and palatine tonsils, have been
considered more important than GALT as the sites for induction

of B cells, which produce antibodies destined for the salivary
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FIGURE 2 Correlations between anti-T. gondii IgG or IgA and each of the 4 I1gG subclasses in serum or saliva. The vertical and horizontal
dashed lines within each graph represent the cut-off. Double-negative samples are excluded from the correlation analysis. Statistically
significant Rho values, as well as regression and Cly, lines, are shown in the case in which statistical significance was found

glands.®? Additionally, it has been reported that direct immuni-
zation increases local B cell response in palatine tonsils and ad-
enoids, but not in intestinal mucosa, reflecting the importance
of a local response for limiting systemic infection.%® Acquired
toxoplasmosis occurs after ingestion of viable infective T. gondii
in undercooked food or water, but it is feasible to encounter non-
viable parasites in heat-treated meals: cysts of T. gondii become
non-infective to mice due to temperature treatment, but they
can keep immunogenic capacity.®* In this regard, Zorgi and col-
leagues reported that non-viable T. gondii induced a low humoural
immune response at the local level when injected through the
oral cavity.®® Our results suggest that antibodies in saliva were
of low level, because the sample had to be used undiluted for the
IgG subclasses, and at low dilutions for IgG and IgA, compared to

serum. Whether they are produced after exposure to non-viable

or very low parasite burden of non-virulent strains and controlled
at the local level remains to be elucidated.

IgG1 and 1gG3 abs are potent triggers of effector mechanisms,
such as complement activation and opsonization, and interact effi-
ciently with most FcyRs, while 1gG2 and 1gG4 may neutralize the en-
trance of the parasite to the epithelial cells. Therefore, the presence
of these subclasses in the oral fluid may provide a first line of defence,
which reduces the need for pro-inflammatory systemic immunity
to eliminate invading infectious agents and other exogenous anti-
gens.%'37 In general, our results show a differential IgG subclass pro-
file between saliva and serum, not previously explored; it seems there
is richer response in saliva, because several antibody subclasses co-
exist at similar levels, as opposed to serum. These results may suggest
a major role of the oral immune system, which may limit the systemic

infection by T. gondii, a study area that deserves more attention.
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FIGURE 3 Correlations among the 4 anti-T. gondii IgG subclasses in serum or saliva samples. Dashed lines represent the cut-off points.
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1 | INTRODUCTION
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1 ]2 |

Summary

Diagnostic tests for toxoplasmosis are based on serological techniques due to their
high sensitivity. Some IgG subclasses are related to clinical outcome in the congenital
form. In this work, we determined the levels of IgG, IgA, IgG1, 1gG2, 1gG3 and I1gG4
anti-Toxoplasma gondii antibodies in paired saliva and serum samples from 91 women
by indirect ELISA using a crude extract of the RH strain. The levels of IgA, 1gG2, IgG3
and IgG4 antibodies and, to a lesser extent, IgG1 did not correlate between saliva and
serum, that is;most cases that were positive for 4 Ig class in 4, sample were negative
or very low in the other, and vice versa. We also observed that most samples of saliva
that were positive for 4;1gG subclass were also positive for at least 2 of the other 3;
this contrasted with findings in serum, wherein each person was positive almost ex-
clusively for 4 subclass, as demonstrated before by us and other researchers.
Although these findings are disappointing for the use in diagnosis, the richer re-
sponse in saliva might indicate local exposure to T. gondii antigens without systemic
infection; thus, saliva might be reflecting a local (protective?) response against this

protozoan.

KEYWORDS
antibodies, IgA, IgG subclasses, saliva, Toxoplasma gondii

serum can also be neutral, such as 1IgG2, or related to adverse clinical
effects, for example IgM, IgE and 1gG4.24¢

>
-9

Toxoplasmosis is a cosmopolitan, water/food-borne infection caused
by Toxoplasma gondii.* In immunocompetent individuals, it is regu-
larly asymptomatic and self-limiting, but clinical problems arise in
immunocompromised persons, such as HIV patients or congenitally
infected newborns. This is because the immune system maintains
the homeostasis in this host-parasite relationship.>® In fact, many
components of the innate and adaptive responses are involved in
the control of parasite proliferation, including antibodies (abs) which
fix complement, facilitate phagocytosis of the parasite by opsoniza-

tion (human IgG1/1gG3) or neutralize cell invasion. However, abs in

Diagnosis of both acquired and congenital toxoplasmosis is still
based on serology, by detection of IgG, IgM and, to a lesser extent,
IgA abs against parasite crude extract or recombinant antigens.
Different methods have been adapted for the detection of toxoplas-
mosis infection phase, for confirmation of congenital infection and
even to monitor the effectiveness of treatment.””? As saliva samples
are more accessible and their collection is less invasive than serum,
several studies have focused on the detection of IgG, IgM or IgA abs
in this oral fluid, those being the IgG abs with a better diagnostic

performance.m'16
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https://doi.org/10.1111/pim.12526

wileyonlinelibrary.com/journal/pim

© 2018 John Wiley & Sons Ltd | 1of 6

L —
[]
c
=
>
L
z
s
3| Z
[¢']
<
Q
=3
G |
QN
—0U'|
TN
~|l o
z
o
<
C
m
<
Z|o
o |&
e}
S&
S
0
N
AES
o
N
o
=
(o]
o0
@ >
>
g3
< |&=
L
x| 8.
Lo
3



www.wileyonlinelibrary.com/journal/pim
http://orcid.org/0000-0002-5050-2143
http://orcid.org/0000-0002-3354-4421
mailto:mariadol@yahoo.com
D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
,

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Tachado

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
one

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Tachado

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
a

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Tachado

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
one

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Tachado

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
one

D CORREA (mariadol@yahoo.com)
Texto insertado
Institutional funding program


CANEDO-SOLARES T AL.

20f6 Parasite
e ooy |

Some years ago, specific abs of several IgG subclasses were stud-
ied using serum samples from patients with acquired infections.'”*
The main finding was that 1gG1 abs were predominant and long-
lasting. More recently, we and other groups have found that specific
serum IgG subclasses are useful to confirm congenital infection and
may be associated with clinical problems in the newborns.?°22

To determine whether specific abs of different subclasses can be
found in saliva and reflect those of serum, we tested paired samples
from women. We found surprising results about the local response,
which we think deserve attention from scientists interested in mu-

cosal immune response against parasites.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Ethics statement

This study was reviewed and approved by the Research and
Ethics Committees of the National Institute of Pediatrics of the
Mexican Ministry of Health (IRB-NIH numbers IRBO0008064 and
IRBO0008065), with registration number 078/2012. The National
Institute of Perinatology also approved this sample collection,
(212250-22571). Written informed consent was obtained from all
participants.

2.2 | Samples

For the detection of IgA, IgG and the 4 1gG subclasses of anti-T. gon-
dii abs, we recruited 91 women (mean age 30 * 6 years), of whom 72
were pregnant, 53 in the first trimester (74%), eleven in the second
(15%) and 8 in the third (11%). We included the 4 groups because no
differences were observed for any antibody in any sample among
them (not shown). From the 91 women tested, 50 (54.9%) were posi-
tive for 1gG antibodies in serum, 4 with low avidity (4.4%) according
to cut-offs previously determined for the conditions of this work®;
the frequency of positives was larger among pregnant women, that
is 47 (65.3%).

Saliva samples (3.0 mL) were obtained using sterile polypropyl-
ene transfer pipettes and collected in 15.0-mL Falcon tubes which
contained 3 x 107 g of a protease-inhibitor cocktail (Sigma P2714;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and were immediately centri-
fuged at 3566-+pm for 10 minutes. Supernatants were aliquoted and
stored at -20°C until testing. Three-millilitre blood samples were
obtained by venipuncture; serum was separated by centrifugation at
4266-rpm, aliquoted and frozen at -20°C until analysis.

2.3 | Indirect ELISAs

Anti-T. gondii class/subclass antibodies in serum were detected
using indirect ELISA, as previously reported.?®?* Detection was
adapted for saliva comparing several antigen concentrations and
sample dilutions. Final conditions were as follows: polystyrene
plates (Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmark) coated with 5 pg/mL of
the RH strain crude extract of T. gondii, blocked with 1% BSA and

incubated with serum diluted in PBS-0.05% Tween 20 (PBS-T) to
1:500 for IgG, to 1:250 for IgG1 and to 1:125 for 1gG2-4 and IgA.
Saliva samples were diluted 1:2 and 1:8 for IgG and IgA, respectively,
and undiluted for the 4 IgG subclasses. The reactions were devel-
oped with peroxidase-labelled goat anti-human IgG (gamma-chain
specific); IgA (alfa-chain specific; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA); or biotinylated monoclonal abs against each 1gG subclass:
IgGI{clone 8c/6-39), 1gG2 (clone HP-6014), IgG3 (clone HP-6050)
and 1gG4 (clone HP6025) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA),
at previously established optimal dilutions in direct ELISAs. For all
1gG subclasses, a final step was performed with HRP-Streptavidin
(Sigma Chemical Co.) diluted 1:10 000. The enzymatic activity was
revealed with O-phenylenediamine/H,0,, in citrate buffer (pH
5.0) and stopped with 0.1N sulphuric acid. The absorbance values
were determined at 492 nm in a micro-ELISA auto-reader using the
Modulus Microplate Reader (Promega, Madison, WI, USA). The cut-
off was determined per plate and sample type by the mean plus 3
standard deviations of 6 previously tested negative samples. Then,
the Reactivity Index (RI) was calculated dividing the mean absorb-
ance of duplicates of each sample by the cut-off value for each im-
munoglobulin. An Rl 2 1.0 was considered positive. Correlations
between samples and between classes/subclasses in each sample
were calculated by Spearman’s Rho coefficient. A P value <.05
was considered significant. The analysis was performed using Excel
and SPSS v.21 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for
Macintosh, Version 21.0; Armonk, NY: IBM Corp). The diagnostic pa-
rameters of each class/subclass in each sample were calculated with

ROC curves using serum IgG abs as a reference.

3 | RESULTS

Serum/saliva correlations for each antibody class/subclass are
shown in Figure 1. Our findings indicated no correlation between
serum and saliva abs. For IgG and IgG1, several individuals had anti-
bodies in both samples, and few of them were positive only in saliva
or serum; however, no significant correlation was found between
these samples either. Regarding 1gG2, 1gG3, 1gG4 and IgA, most
cases were positive in saliva but negative (or at very low level) in
serum or vice versa, with some exceptions for IgG3 and 1gG4.

When we analysed antibody classes in serum, we only found a
positive correlation between IgG1 and IgG (Figure 2). We also found
that many samples presented higher IgG Rl compared to those of any
IgG subclass or IgA. Moreover, except for IgG1, no correlation among
subclasses and IgG or IgA was observed in serum. Saliva showed no
correlation between IgG or IgA, or between any IgG subclass, but in
contrast to serum, we found 1 group of individuals positive for sev-
eral antibody classes and another, larger group positive for the I1gG
subclasses and negative (or with low RI) for total IgG abs.

When we compared IgG subclasses among them, we found dif-
ferent patterns in serum and saliva (Figure 3). In the serum samples,
we found a response almost exclusive to 1 subclass, except for IgG3
tested against 1gG1 or IgG2; conversely, in saliva, 1gG2, 1gG3 and
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FIGURE 1 Scatter plots showing the correlation between serum and saliva samples for IgG, IgA, IgG1, IgG2, 1gG3 and IgG4 anti-T. gondii
antibodies. Dashed lines depict cut-off values. Double-negative samples are excluded from the correlation analysis. Confidence intervals and
regression lines are not shown, as no significant correlation was found

IgG4 were highly correlated among the—samptes, Correlations be-
tween IgG1 and the other 3 subclasses in saliva identified 3 distinct
groups, one which presented all subclasses and the other 2 repre-
senting exclusive responses.

Because of these findings, the diagnostic performance of differ-
ent IgG antibody subclasses both in serum and saliva was low when
compared to total IgG abs in serum (Figure S1). IgG1 abs had a sen-
sitivity (Se) of 0.67 and a specificity (Sp) of 0.71 in serum and 0.40
Se and 0.85 Sp in saliva. No other antibody gave values of Se and Sp
higher than 0.50 in saliva.

4 | DISCUSSION

In the present study, we evaluated saliva as an alternative, non-
invasive sample to detect IgA, IgG and the 4 1gG subclasses of anti-
T. gondii-specific ‘abs, as we have previously observed that their
serum pattern in maternal/offspring pairs may reflect the clinical sta-
tus of congenitally infected newborns, as it has been corroborated
by others.20:22 Additionally, the predominant Ig class is associated
with prognosis in acquired toxoplasmosis.*

Previous reports have shown that anti-T. gondii 1gG, I1gM and
IgA abs are present in saliva. In some studies, the salivary IgA and
IgG levels reflect those in serum, but they show low sensitivity and
specificity values, as in the present study.’®*® To our knowledge,
searches of anti-T. gondii 1gG subclasses have not been performed

in saliva. We hoped they could help diagnose or suggest prognosis,

but we found a rather different panorama, as they performed badly,
mainly because most positive cases for specific IgG2, IgG3 and 1gG4
abs in saliva were negative in serum and did not correlate to IgG abs
either; thus, they exhibited very low diagnostic parameters.

These results captured our attention when we looked at them
from a different perspective: as Toxoplasma gondii is acquired
orally—except for congenital or artificial (transplant or acciden-
tal) infections—the presence of antibodies in saliva may be the
result of local exposure to the parasite without systemic infec-
tion, which could explain those cases in the present study which
were negative in serum but positive in saliva. Once ingested by
the hosts, sporozoites or bradyzoites are released from oocysts
or tissue cysts in the gastrointestinal tract, and infect enterocytes
quickly, from where they disperse within the body and induce sys-
temic innate and adaptive immune responses.25 Then, the local
dendritic cells produce IL-10, IL-12 and IFN-y, which stimulate T
helper and IgA-producing and IgG-producing plasma cells, both
locally and systemically.?°?? Different studies have shown spe-
cific antibodies in the intestinal mucosa, milk and tears, suggest
g the idea that these local responses have a protective role.?%0
In this context, several murine models have demonstrated that
the nasopharynx-associated lymphoid tissue (NALT) and the gut-
associated lymphoid tissue (GALT) promote an effective pro-
tection against T. gondii antigens locally and systemically.?”%! In
humans, NALTSs, such as adenoids and palatine tonsils, have been
considered more important than GALT as the sites for induction

of B cells, which produce antibodies destined for the salivary
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FIGURE 2 Correlations between anti-T. gondii IgG or IgA and each of the 4 I1gG subclasses in serum or saliva. The vertical and horizontal
dashed lines within each graph represent the cut-off. Double-negative samples are excluded from the correlation analysis. Statistically
significant Rho values, as well as regression and Cly, lines, are shown in the case in which statistical significance was found

glands.®? Additionally, it has been reported that direct immuni-
zation increases local B cell response in palatine tonsils and ad-
enoids, but not in intestinal mucosa, reflecting the importance
of a local response for limiting systemic infection.3® Acquired
toxoplasmosis occurs after ingestion of viable infective T. gondii
in undercooked food or water, but it is feasible to encounter non-
viable parasites in heat-treated meals: cysts of T. gondii become
non-infective to mice due to temperature treatment, but they
can keep immunogenic capacity.®* In this regard, Zorgi and col-
leagues reported that non-viable T. gondii induced a low humoural
immune response at the local level when injected through the
oral cavity.®® Our results suggest that antibodies in saliva were
of low level, because the sample had to be used undiluted for the
IgG subclasses, and at low dilutions for IgG and IgA, compared to

serum. Whether they are produced after exposure to non-viable

or very low parasite burden of non-virulent strains and controlled
at the local level remains to be elucidated.

IgG1 and 1gG3 abs are potent triggers of effector mechanisms,
such as complement activation and opsonization, and interact effi-
ciently with most FcyRs, while 1gG2 and 1gG4 may neutralize the en-
trance of the parasite to the epithelial cells. Therefore, the presence
of these subclasses in the oral fluid may provide a first line of defence,
which reduces the need for pro-inflammatory systemic immunity
to eliminate invading infectious agents and other exogenous anti-
gens.%'37 In general, our results show a differential IgG subclass pro-
file between saliva and serum, not previously explored; it seems there
is richer response in saliva, because several antibody subclasses co-
exist at similar levels, as opposed to serum. These results may suggest
a major role of the oral immune system, which may limit the systemic

infection by T. gondii, a study area that deserves more attention.
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