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RESUMEN

La toxoplasmosis congénita puede causar graves secuelas como problemas
visuales y neurologicos en el feto y el recién nacido. Se estima que en Colombia
cada ano aparecen de 2 a 10 casos por cada mil nacidos vivos, constituyéndose
en una de las tres primeras causas de infeccidbn prenatal, con serias
complicaciones neurologicas y oftalmoldgicas. Ante la falta de sintomas
especificos en la infeccion por Toxoplasma gondii, se requiere la confirmacién por
técnicas serologicas. Por tal motivo se hace necesario validar nuevas
metodologias que permitan aumentar la sensibilidad y especificidad de las
técnicas disponibles con el fin de reducir el numero de casos y las secuelas
causadas por T. gondii. El objetivo del presente estudio fue evaluar la utilidad de
los antigenos recombinantes SAG1, ROP1 y GRA7 en el diagndstico de la

toxoplasmosis congénita en gestantes del departamento de Sucre.

La sensibilidad, especificidad y grado de concordancia de los ensayos ELISA para
la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-Toxoplasma con antigenos nativos (an-
ELISA) y recombinantes (rec-ELISA) se determinaron al emplear como pruebas de
referencia la inmunofluorescencia indirecta y prueba IgM de captura,
respectivamente. Para la prueba an-ELISA IgG se encontré una sensibilidad de
93.3% y una especificidad de 70% con grado de concordancia bueno (0.65),
mientras que para rec-ELISA IgG con el antigeno rSAG1 la sensibilidad fue de
93.3% y especificidad de 90%, con grado de acuerdo excelente (0.83). Para el
antigeno rGRA7 la sensibilidad y especificidad fue de 86.7% y de 80%
respectivamente, con grado de concordancia bueno (0.66) y para el antigeno
rROP1 fue de 33.3% y 50%, respectivamente, con grado de acuerdo deficiente (-
0.15%). La sensibilidad y especificidad de la prueba rec-ELISA IgM para el
antigeno rSAG1 fue de 35.7% y 75.8% respectivamente, con grado de acuerdo
deficiente (0.036), para rGRA7 fue 92.9% y 89.8% con grado de acuerdo
aceptable (0.548) y para rROP1 fue de 85.7% y 87.6%, con grado de acuerdo

aceptable (0.41). Esto demuestra que la prueba rec-ELISA es un buen método
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para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-Toxoplasma en el diagndstico de

la toxoplasmosis congénita.

Palabras clave: Toxoplasmosis, ELISA, Antigenos recombinantes, anticuerpos,

gestantes.
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ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis is the result of the affectation of the fetus as a
consequence of primary infection with Toxoplasma gondii in pregnant women; it
can cause serious consequences such as visual and neurological problems in the
fetus and newborn child. It is estimated that each year in Colombia there are 2 to
10 cases of congenital toxoplasmosis per thousand live births, becoming one of the
top three causes of prenatal infection, with serious neurological and
ophthalmologic complications for the fetus and newborn. In the absence of specific
symptoms in T. gondii infection, confirmation by serological techniques is required.
Therefore, it is necessary to validate new methodologies with the aim of increasing
sensitivity and specificity of the available techniques in order to reduce the number
of cases and the sequelae caused by T. gondii infection. In consequence, the
objective of this study was to evaluate the utility of the recombinant antigens
rSAG1, rROP1 and rGRA7 in the diagnosis of congenital toxoplasmosis in

pregnant women in the Department of Sucre.

The sensitivity, specificity and degree of agreement of the ELISA assay for the
detection of IgG and IgM anti-Toxoplasma using native (an-ELISA) and
recombinant antigens (rec-ELISA) were determined with the indirect
immunofluorescence (IFI) assay and IgM capture tests as benchmarks,
respectively. For the an-ELISA IgG test a sensitivity of 93.3% and specificity of
70%, with good degree of concordance (0.65) were found, whereas for rec-ELISA
IgG with the antigen rSAG1 sensitivity was 93.3% and specificity 90%, with
excellent degree of agreement (0.83). For rec-ELISA 1gG with the rGRA7
sensitivity and specificity was 86.7% and 80%, respectively, with good degree of
agreement (0.66), whereas for rROP1 was 33.3% and 50%, respectively, with poor
degree of agreement (-0.15%). Sensitivity and specificity of the rec-ELISA IgM test
with rSAG1 was 35.7% and 75.8%, respectively, with poor degree of agreement
(0.036); with rGRA7 was 92.9% and 89.8%, respectively, with acceptable degree
of agreement (0.548); and with rROP1 was 85.7% and 87.6%, respectively, with

acceptable level of agreement (0.41). This shows that the rec-ELISA test is a good
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method for the detection of IgG and IgM anti-Toxoplasma in the diagnosis of

congenital toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasmosis, ELISA, Recombinant antigens, antibodies, pregnant

women.

XVii



INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una infeccion ocasionada por el parasito protozoo
Toxoplasma gondii (Carrada, 2005), que tiene como hospedero definitivo los
felinos tanto domésticos como salvajes, y al hombre y otros animales de sangre
caliente como sus hospederos intermediarios (Ospina, 1993). La importancia
médica de la toxoplasmosis radica en la infeccidn congénita y de pacientes
inmunodeprimidos, en los cuales puede provocar grave sintomatologia, mientras
que en personas inmunocompetentes la infeccion pasa desapercibida por no
presentar sintomas especificos (Gomez & Pinon, 2001). La toxoplasmosis
congeénita es el resultado de la afectacion del feto como consecuencia de la
infeccion materna. La posibilidad y el grado de afectacion fetal dependen del
periodo de gestacién en que se produce la infeccion primaria en la embarazada.
La posibilidad de contagio del feto se incrementa con la edad de la gestacion,
siendo mayor durante el tercer trimestre con un 65%, seguido de 25%-54% en el
segundo y de 10%-17% en el primer trimestre. Por el contrario, el grado de
afectacion fetal es mayor cuando la infeccidn se produce en las primeras semanas
del embarazo y va disminuyendo a medida que transcurre la gestacion. Es asi
como la infeccion en el primer trimestre puede producir retraso mental,
convulsiones, defectos neurolégicos o resultar en un aborto, mientras que en el
segundo Yy tercer trimestre las manifestaciones clinicas varian desde hidrocefalia,

epilepsia, coriorretinitis y problemas visuales (Njunda et al., 2011).

Si se tiene en cuenta que no hay programas publicos destinados a detectar casos
de toxoplasmosis congénita y ofrecer tratamiento durante el embarazo, del 40% al
50% de las madres transmitiran la infeccion al feto (Gomez-Marin, Montoya-de-
Londono, & Castano-Osorio, 1997; Machado, Manrique, Ruiz, & Blanco, 2004) y
entre el 85% al 90% de los recién nacidos naceran sin evidencia de compromiso
clinico. Sin embargo, de permanecer sin tratamiento mas del 80% desarrollaran
secuelas que incluyen retraso mental, convulsiones, alteraciones visuales graves
(Praga, 1998).
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En Colombia, Juliao y col. en 1983 mediante la detecciéon de anticuerpos IgG
especificos contra T. gondii, encontraron que el 47% de la poblacion ha tenido
contacto con el parasito. De igual forma reportan que la tasa de seroprevalencia
observada en mujeres en edad fértil era variable (entre 42.5% y 54.4%) y tuvo una
distribucion desigual en las diferentes regiones del pais, siendo mayor en las
region Atlantica (56.8%-73%) y Oriental (57.7%-66.2%) en comparacion con la
region Pacifica (33%-37.6%) y Central (31.6%-41.7%) (Juliao, Corredor, &
Moreno, 1983). Estudios realizados posteriormente muestran que ciudades
colombianas como Armenia, Valledupar, Cali, Villavicencio y Cucuta presentan
una seroprevalencia en mujeres embarazadas de 60%, 58%, 46.2%, 52.5% y
31.1% respectivamente (Rosso, Les, Agudelo, & Villalobos, 2006; Castro, Géngora
& Gonzalez, 2008; Cardenas et, al., 2015).

En el departamento de Sucre estudios realizados por Machado y colaboradores
determinaron una seroprevalencia de anticuerpos IgG anti Toxoplasma de 56%
con una incidencia del 2% en gestantes de la ciudad de Sincelejo (Machado et al.,
2004), Ademas en otro estudio realizado en la misma ciudad se detect6 ADN de T.
gondii en 12 de 100 mujeres gestantes seronegativas para anticuerpos y de estas
cuatro seroconvirtieron (Blanco, Assia, Montero & Orozco, 2011).

Las cifras anteriores, revelan que la toxoplasmosis es un problema de salud
publica importante en Colombia. Se estima que cada afio se presentan de 2 a 10
casos de infeccidn congénita por cada mil nacidos vivos. Entre 800 y 3000 nifios
nacen infectados por T. gondii debido a la falta de tratamiento especifico a las
gestantes (Gomez & Pinon, 2001), constituyéndose en una de las tres primeras
causas de infeccion prenatal con serias complicaciones neuroldgicas vy
oftalmolégicas (Serrano & Cardenas, 1999). La anterior afirmacion se evidencia en
el primer estudio multicéntrico neonatal sobre toxoplasmosis realizado entre los
afios 2009 al 2010 en las ciudades de Barranquilla, Bogota, Florencia, Armenia,
Riohacha, Cucuta y Bucaramanga; en el cual se diagnosticaron 218 nifios con
infeccion congénita sintomaticos y asintomaticos, con una letalidad del 25% en los

nifios sin tratamiento clinico (Gomez-Marin et al., 2011).
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La toxoplasmosis al no presentar sintomas especificos, requiere la confirmacién
por técnicas de laboratorio. El diagnostico rapido y preciso de la infeccién aguda
en la mujer embarazada es de vital importancia para ofrecer un tratamiento
oportuno y reducir el riesgo de transmisién y la gravedad de la enfermedad en el
recién nacido. Un diagndstico incorrecto puede resultar en un aborto innecesario o
en el tratamiento con farmacos potencialmente teratogenos (Liang et al., 2011).
Ademas, las técnicas serologicas juegan un papel crucial para determinar la
etiologia de esta infeccion parasitaria puesto que permiten conocer el estado
inmunoldgico de la gestante frente a T. gondii y determinan si la infeccion es

clinicamente importante (Gomez, 2000).

Actualmente, el diagnostico de la toxoplasmosis se realiza a través de técnicas
serologicas. Estas consisten en la deteccion de inmunoglobulinas I1gG, IgM, IgA e
IgE anti-T. gondii con antigenos nativos del parasito como los taquizoitos intactos
0 extractos antigénicos solubles (Gomez, 2000). Sin embargo, existen dificultades
en las pruebas seroldgicas que emplean este tipo de antigenos para la deteccion
de los tipos de inmunoglobulinas. En el caso de la deteccion de IgM, ésta puede
aparecer en concentraciones bajas y algunas veces indetectables cuando hay
infeccion por una cepa poco virulenta o cuando la persona se encuentra

inmunodeprimida (Li, Galvan, et al., 2000).

Otras dificultades que presentan las técnicas que emplean antigenos nativos es
que requieren alta produccién de parasitos en fluidos peritoneales de ratones
infectados o produccién en masa en cultivos para la obtencion de taquizoitos;
ademas, la produccion de parasitos confiables y de alta calidad es laboriosa y
costosa (Beghetto, Spadoni, Bruno, Buffolano, & Gargano, 2006). Por otra parte, el
uso de extractos de taquizoitos pueden resultar en reacciones falsas positivas o
falsas negativas debido a que los extractos antigénicos pueden contener
materiales de los medios de cultivos, proteinas y otras macromoléculas que
influyen en los resultados de las pruebas y dificultan su estandarizacion (Dai et al.,
2012). También, la mayoria de los estuches utilizan los extractos de parasitos en

el estadio de taquizoitos y no en otros estadios que también estan presentes en
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las etapas de la infeccion, como por ejemplo los bradizoitos (Saadatnia et al.,
2012). Asimismo, las diferentes metodologias para la coleccion y purificacion de
estos antigenos pueden hacer variar la cantidad y la calidad de los antigenos
obtenidos (Beghetto et al., 2006).

Debido a que la toxoplasmosis es un problema de salud publica importante en
nuestro pais y que las técnicas serologicas actualmente utilizadas para el
diagndstico de la infeccidon por T. gondii presentan limitaciones de especificidad y
sensibilidad, se hace necesario validar nuevas metodologias que permitan superar
tales limitaciones con el fin de obtener una prueba que brinde resultados
altamente confiables y un diagndstico preciso, que pueda detectar la mayoria de
los casos de toxoplasmosis y permita reducir el numero de eventos de transmision

congeénita y sus secuelas.

Los antigenos recombinantes no ocasionan reacciones cruzadas y disminuyen los
falsos positivos y negativos, ademas de proporcionar mayor reproducibilidad de
los ensayos (Pietkiewicz et al., 2007). En este sentido, los antigenos
recombinantes SAG1, ROP1 y GRA7 han sido previamente evaluados y
caracterizados por su capacidad para detectar anticuerpos especificos contra el
parasito (Li, Maine, et al., 2000); ademas, han demostrado mayor sensibilidad y
especificidad (97%) con respecto a los antigenos nativos (29%) utilizados en kits
serologicos (Aubert et al., 2000). Por lo tanto, se plantea evaluar el empleo de los
antigenos recombinantes SAG1, ROP1 y GRA7 como una alternativa para
potenciar la especificidad y sensibilidad del diagndstico serolégico temprano de la

infeccion congénita por T. gondii en el departamento de Sucre.
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1. MARCO REFERENCIAL
1.1. MARCO DE ANTECEDENTES

La toxoplasmosis es una zoonosis causada por el protozoo intracelular obligado T.
gondii, que puede infectar a humanos y muchas otras especies de animales de
sangre caliente (mamiferos y aves) (EFSA, 2007; Martin & Garcia, 2003).
Presenta una distribucion mundial, con seroprevalencia que varia del 10% al 50%
en paises desarrollados de clima templado hasta mas del 80% en paises
subdesarrollados, principalmente del trépico (Perna et al., 2012). La mayoria de
las infecciones por este parasito transcurren en forma asintomatica. Solo un 20%
de las personas inmunocompetentes manifiesta alguna sintomatologia que
comprende fiebre o adenopatias cervicales, mesentéricas y axilares, entre otras
(Halonen & Weiss, 2013). Las principales formas clinicas de esta parasitosis son
la toxoplasmosis congénita, toxoplasmosis ocular y toxoplasmosis en pacientes
inmunodeprimidos (Martin & Garcia, 2003; Remington, McLeod, Thulliez, &
Desmonts, 2006).

Las primeras descripciones de toxoplasmosis humana fueron realizadas en 1913
por Castellani, pero se toma conciencia de su existencia en los estudios de 1923
realizados por el oftalmélogo Janku (Ospina, 1993). En 1939 la infeccién congénita
es descrita por Wolf al aislar el parasito en lactantes con encefalomielitis (Pantoja
& Pérez, 2001). En Colombia, el parasito T. gondii fue reportado por primera vez
en 1944 por el doctor Toro Mejia (Corredor, 1981). Luego Patifio, Camargo y otros
describieron el primer caso de toxoplasmosis en humanos en el pais (Ospina,
1993). Segun Rosso y cols., en Colombia la prevalencia de anticuerpos contra T.
gondii es de 47% en la poblacion en general, la cual aumenta con la edad y varia
de acuerdo a la regién. Se reporta mayor seroprevalencia en la regiéon Caribe y
oriental (56.8%-73%), y menor en la region pacifica y central (31.6%-41.7%),
mientras que la seroprevalencia en embarazadas varia entre 46.2%-60% (Rosso,
Agudelo, Isaza, & Montoya, 2007).
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Para el diagndstico de la toxoplasmosis se han empleado diversas técnicas
serologicas y moleculares. Las primeras son las mas utilizadas, permiten detectar
anticuerpos especificos contra T. gondii y posibilitan conocer el estado
inmunoldgico frente a este parasito, mientras que las técnicas moleculares
detectan ADN del parasito en diferentes muestras, indicando presencia de T.

gondii en liquidos y tejidos.

Uno de los primeros estudios realizados en gestantes tuvo lugar en la ciudad de
Medellin, utilizando 120 muestras de sueros de embarazadas, las cuales fueron
analizadas por la prueba DyeTest y se encontré una tasa de seroconversion alta
de 8.3% (Restrepo, Jaramillo, & Kurtzer, 1976). Esta prueba es un método clasico
y altamente especifico debido a que no se encuentran reacciones cruzadas con
otros protozoos o agentes infecciosos, pero presentan algunas desventajas como
son su alto costo humano y el peligro de utilizar organismos vivos. Ademas,
necesita un factor accesorio (complemento sérico humano) proveniente de
personas sanas. El uso rutinario de esta técnica es limitado y solo se considera

como una prueba de referencia (Dubey, 1986).

Gbmez utilizé la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) para IgG en una
poblacidon de 960 gestantes y encontré una tasa de seroconversion baja de 1.7%
(Gomez, 2002) frente a la reportada por Restrepo y cols (Restrepo et al., 1976).
En otro estudio con una poblacion de 166 gestantes y utilizando la misma técnica,
Castro y cols encontraron una incidencia de 0% (Castro, Géngora, & Gonzalez,
2008). En otra investigacion en la ciudad de Armenia en la que se empled la
misma técnica IFl, se encontrdé una prevalencia de 63% y una incidencia de 1.3%

en una poblacion de 896 gestantes (Gomez, Montoya, Castafo, & Rios, 2003).

Otra herramienta importante para el diagnéstico de la enfermedad ha sido la
prueba de ELISA. En estudios realizados en el departamento del Quindio con una
poblacién de 10780 gestantes en los que se detectd anticuerpos IgG e IgM anti-T.
gondii, se encontr6 una seroprevalencia de 62% y una incidencia de 0.71%

(Gonzalez, Castafio, Jiménez, Barrera, & Gomez, 2004), mientras que en la
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ciudad de Armenia fue de 1.1% mediante la deteccién simultanea de IgM e IgA

contra el parasito (Montoya, Gbmez-Marin, Ruiz, & Castafo, 2000).

Para mejorar la sensibilidad y especificidad en el diagndstico mediante la técnica
de ELISA, se han implementado variantes del ELISA convencional como por
ejemplo el Ensayo de Fluorescencia Ligado a Enzima (ELFA). Esta técnica ha sido
utilizada en estudios realizados en la ciudad de Sincelejo. Uno de ellos encontro
una prevalencia de 56% y una incidencia del 2% en gestantes (Machado et al.,
2004), mientras que otro reporté seroconversion en 4 de 12 gestantes que fueron

positivas por PCR anidada (Blanco, Assia, Montero, & Orozco, 2011).

Numerosas proteinas recombinantes han sido disefiadas y expresadas en
Escherichia coli y evaluadas por su potencial como antigenos diagnodsticos para
infecciones por T. gondii en humanos. Estos antigenos han demostrado una
mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion de anticuerpos con respecto a
los antigenos que emplean las técnicas convencionales. Li y cols., usando los
antigenos recombinantes SAG2, P25, GRA7, GRA8 determinaron que estas
proteinas por separado o en combinacion pueden ser utiles en la deteccion de
infeccion aguda asi como en infeccidon crénica, reportando una sensibilidad y
especificidad de 90% y 97% respectivamente (Li, Galvan, et al., 2000). También,
en mujeres embarazadas se demostré una alta utilidad del antigeno GRA7 en la
deteccion de casos de seroconversion, ofreciendo un 98.4% de sensibilidad
(Aubert et al., 2000; Li, Maine, et al., 2000), seguido del SAG1 con una
sensibilidad del 91.6% y una especificidad del 100% para el diagnostico de
infeccion aguda (Kotresha & Noordin, 2010). Asimismo se ha confirmado la utilidad
del antigeno ROP1, mostrando una sensibilidad del 94.6% en la deteccion de
anticuerpos tipo IgG en muestras de pacientes con infeccion aguda (Nigro et al.,
2003).

Estos estudios evidencian la utilidad de los antigenos recombinantes como una

herramienta importante para el diagndstico de la toxoplasmosis y han

proporcionado bases para el mejoramiento de las pruebas serologicas. De otro

lado, considerando los diversos inconvenientes que presentan los métodos
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serologicos que emplean antigenos nativos, el uso de proteinas recombinantes
purificadas obtenidas mediante biologia molecular podrian ser una alternativa para
la deteccidn de anticuerpos en suero y facilitarian la estandarizacion de los
inmunoensayos. Ademas, los antigenos recombinantes podrian ser usados en la
creacion de nuevas pruebas capaces de diferenciar infecciones adquiridas
recientemente de aquellas pasadas. Esto es de suma importancia si se tiene en
cuenta que la deteccion de infeccidén por T. gondii con métodos mas sensibles y

especificos es un punto clave para la prevencién y tratamiento de la enfermedad.
1.2. MARCO TEORICO

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias mas frecuentes que
afectan a los seres humanos y otros animales de sangre caliente (Luder, Bohne, &
Soldati, 2001) y es causada por el parasito T. gondii que se comporta como un
parasito intracelular obligado. La infeccion por T. gondii se adquiere principalmente
por la ingestién de alimentos o agua que estén contaminados con ooquistes o por
el consumo de quistes tisulares en carne mal cocida o cruda (Elmore et al., 2010).
La infeccidén primaria es generalmente asintomatica, pero en algunos pacientes la
toxoplasmosis ganglionar o la enfermedad ocular pueden estar presentes.
Entretanto, la infeccidon adquirida durante el embarazo asi como la reactivacién de
la enfermedad latente en pacientes inmunocomprometidos pueden causar dafos

graves e incluso la muerte (Montoya & Liesenfeld, 2004).
1.2.1. AGENTE ETIOLOGICO

T. gondii es un parasito protozoario intracelular obligado del phylum Apicomplexa,
nombrado asi por el complejo apical de su citoesqueleto (Diaz, Zambrano,
Chacén, Rocha, & Diaz, 2010). Fue descubierto por Nicolle y Manceauen 1908 y
fue nombrado por su morfologia (toxon: arcos; plasma: forma) y el huésped en que

fue hallado el Ctenodactylus gundi (Dubey,2008).
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Figura 1. Agente etiologico de la toxoplasmosis. T. gondii (taquizoito) visto al
microscopio electronico mostrando la extrusion del conoide.
http://www.microscopy.cz/html/images/5904_0_f475894d_conoidandsecretion.jpg

1.21.1. Clasificacion Taxonémica

T. gondii es un protozoario del phylum apicomplexa y unico miembro de su
género. Este parasito pertenece a: reino: protista; subreino: protozoo; phylum:
Apicomplexa; clase: Conoidasida; subclase: Coccidiasina; orden: Eucoccidiorida;
suborden: Eimeriorina; familia: Sarcocystidae; subfamilia: Toxoplasmatinae,
género: Toxoplasma; especie: Toxoplasma gondii (Ginorio, 2001; Gémez &
Gracia, 2004; Shcwartzmam, 2001; Soulby, 1987).

1.2.1.2. Morfologia

El parasito existe en tres formas infectantes: El ooquiste (que contiene los

esporozoitos), el quiste tisular (que contiene los bradizoitos) y el taquizoito.
El Ooquiste

Es la forma de resistencia del parasito y son expulsados al exterior con las heces
de los gatos. Pueden ser no esporulados y esporulados (Dubey, Lindsay, & Speer,
1998). Los ooquistes no esporulados (no infectantes) son de forma semiesférica a
esférica y miden entre 10 a 12 ym de diametro (Martin & Garcia, 2003). Bajo
condiciones de humedad y temperatura apropiadas, los ooquistes no esporulados

pueden convertirse en infectantes entre 1 a 5 dias después de su exposicion al
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medio ambiente (Saravia, 2004). Por otro lado, los ooquistes esporulados
(infectantes) son semiesféricos a helicoidales y tienen un diametro de 11 a 13 ym
(Dubey et al.,, 1998). Estos ooquistes son resistentes a varias condiciones
ambientales principalmente suelo humedo o arena; ademas también pueden
permanecer viables en superficies acuaticas por periodos prolongados (Ramirez,
2005).

El Quiste

Es otra forma de resistencia del parasito al medio exterior (Martin & Garcia, 2003),
varian en tamano de 5-100 ym de diametro, el mas pequefio puede contener dos
bradizoitos mientras que los de mayor tamano pueden contener cientos a miles de
bradizoitos (Dubey et al., 1998). Los quistes tisulares en el cerebro son a menudo
esferoidales, mientras que los quistes intramusculares son alargados. Aunque los
quistes tisulares se pueden desarrollar en los 6rganos viscerales, como los
pulmones, el higado y los rifiones, son mas frecuentes en los 0jos, tejidos neurales
y musculares, incluyendo el cerebro y musculos esquelético y cardiaco (Dubey et
al., 1998; Montoya & Liesenfeld, 2004).

Los bradizoitos son morfolégicamente idénticos a los taquizoitos pero se
multiplican lentamente, expresan moléculas estado-especificas y son

funcionalmente diferentes (Montoya & Liesenfeld, 2004).
El Taquizoito

Es el estado de replicaciéon rapida del parasito; es de forma semilunar u ovalada y
mide de 2-4 ym de ancho y 4-8 ym de largo (Montoya & Liesenfeld, 2004). Consta
de wuna punta anterior conoidal y un extremo posterior redondeado.
Ultraestructuralmente consiste de una cubierta exterior, membrana plasmatica,
anillos apicales, anillos polares, un conoide, microporos, mitocondria, microtubulos
subpendiculares, reticulo endoplasmatico liso y rugoso, aparato de Golgi,

ribosomas, nucleo, apicoplasto y granulos de amilopeptina, ademas de organelos
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secretores tales como las roptrias, micronemas y granulos densos (Dubey et al.,
1998).

Una de las principales caracteristicas del estado taquizoito es la presencia de una
estructura del citoesqueleto altamente especializada llamada complejo apical; este
complejo esta formado por una serie de anillos polares y el conoide.

El conoide es una estructura altamente dinamica localizada en el polo anterior de
los taquizoitos; tiene forma de cono truncado y consta de fibras en forma de
espiral, con un diametro de 400 nm de base y 250 nm de alto (Kim & Weiss,
2004). Esta estructura puede rotar, inclinarse, extenderse y retraerse para
adherirse y penetrar a la célula huésped con la ayuda de algunos organelos
secretores como las roptrias, micronemas y granulos densos (Nishi, Hu, Murray, &
Roos, 2008).

Figura 2. Estadios de T. gondii. A) Ooquiste de T. gondii en flotacién fecal. B) Quiste de
T. gondii en tejido cerebral tefiido con hematoxilina y eosina. C) Taquizoitos de T. gondii,
tefiidas con Giemsa, a partir de frotis de liquido peritoneal obtenido de raton de laboratorio
inoculado. http://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/gallery.html

Las roptrias son organelos en forma de pera, conectados por un cuello delgado al
extremo apical o conoide, caracteristico de los estados invasivos del parasito.
Pueden variar en numero y forma y contienen numerosas enzimas que se liberan
durante el proceso de invasion a la célula (Dubremetz, 2007). Estos organelos

intervienen especificamente en la formacion de la vacuola parasitofora.
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Los micronemas son pequenos organulos de forma cilindrica que se encuentra en
la periferia del extremo anterior del taquizoito (Boothroyd & Dubremetz, 2008). Su
numero varia de acuerdo al estado de desarrollo del parasito; los taquizoitos
tienen pocos micronemas, los esporozoitos presentan un numero intermedio y los
bradizoitos tienen muchos micronemas (Dubey et al., 1998). Este organulo esta
rodeado por una unidad de membrana tipica y presenta una matriz densa debido a
su gran contenido de proteinas que son segregadas en los procesos de

reconocimiento, adhesion y unioén a la célula huésped (Souza, 2006).

Los granulos densos son organulos esféricos distribuidos por toda la célula, con
un diametro medio de 0.2 ym. Su matriz es uniformemente densa de electrones
debido a la alta concentracion de proteinas (Souza, 2006). Estos cuerpos densos
estan presentes en mayor numero en esporozoitos y taquizoitos que en
bradizoitos (Dubey et al., 1998). En contraste con la secrecién de micronemas y
roptrias que tiene lugar en la region apical, la secrecion de granulos densos se
produce en las regiones laterales del parasito. Las proteinas secretadas por estos
organelos se asocian con la formacion de la vacuola parasitéfora y la red

membranosa intravacuolar (Souza, 2006).

Figura 3. Organos secretores. Microscopia electrénica de transmisién de un taquizoito
de T. gondii sometidos a la técnica de acido fosfotungstico etandlico, que tifie estructuras
que contienen proteinas basicas. El nucleo (N), tincién de los granulos densos (G),
Roptrias (R), Micronemas (M) y el conoide (C) son observados. Bar, 0.3 ym.
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S000137652006000200008
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1.2.1.3. Ciclo de Vida

El ciclo de vida de T. gondii incluye una fase sexual o esporogdnica (también
denominada entero-epitelial) en el huésped definitivo (felinos) y una fase asexual o
esquizogobnica (llamada también extra-intestinal) en el huésped intermediario
(mamiferos y aves). Todos los huéspedes, incluyendo humanos, pueden ser
infectados por tres estadios diferentes del ciclo de vida: los taquizoitos,
procedentes de tejidos de animales con toxoplasmosis aguda; los bradizoitos
contenido en quistes tisulares de tejidos de animales con toxoplasmosis cronica; y
los esporozoitos, contenidos en los ooquistes esporulados que pueden

encontrarse en agua o alimentos contaminados con heces de gato (EFSA, 2007).

La fase sexual se lleva a cabo en el intestino del huésped definitivo, luego que el
gato doméstico o algun otro miembro de la familia felidae ingieren cualquiera de
los estadios infectivos del parasito. De todos estos estadios, la ingestiéon de
quistes tisulares (bradizoitos) es considerada la forma de infeccion mas comun en
el huésped definitivo (Saravia, 2004). Una vez los quistes tisulares son ingeridos,
sus paredes son disueltas por las enzimas proteoliticas del estbmago e intestino
delgado y los bradizoitos son liberados, luego estos penetran las células del
epitelio intestinal e inician los cinco tipos de estadios multiplicativos (A,B,C,D,E)
(Ortega, 2003). Después de un numero indeterminado de generaciones
(esquizogonias), los merozoitos liberados del tipo D o E penetran en nuevas
células y forman microgamontes (masculinos) y macrogamontes (femeninos);
luego estos se dividen y forman los micro y macrogametos. Los microgametos
nadan hasta penetrar en un macrogameto maduro y fecundarlo. Después de la
fecundacion se forma el cigoto y una pared alrededor de este para constituir un
ooquiste (Saravia, 2004). Cuando los ooquistes estan maduros, se produce la
ruptura de las células epiteliales que los contienen y son liberados a la luz del
intestino. Posteriormente los ooquistes son eliminados con las heces al medio,

donde esporulan bajo condiciones de humedad y temperatura adecuadas.

La fase asexual, puede desarrollarse en un amplio rango de animales de sangre
caliente incluyendo a los felinos, y puede iniciarse por la forma de taquizoitos o
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tras la ingestion de quistes tisulares y ooquistes, siendo esta ultima la forma mas
comun de infeccion en los huéspedes intermediarios (Saravia, 2004). Después de
la ingestion de ooquistes esporulados, éstos son digeridos, dejando libre los
esporozoitos en el lumen del intestino delgado. Luego penetran en las células
intestinales y se dividen en dos por un proceso asexual conocido como
endodiogenia y se convierten en taquizoitos (Ramirez, 2005), la forma movil e
invasiva que atraviesa el epitelio intestinal, diseminandose a través de todo el
organismo, lo que corresponde a la forma aguda de la infeccion (Mufiz &
Mondragén, 2009). Posteriormente, se produce una segunda esquizogonia o
reproduccion lenta de bradizoitos dentro de quistes tisulares en células del
sistema nervioso y muscular (mediante endodiogenia), que corresponde a la fase

cronica de la infeccién (Ramirez, 2005).
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Figura 4. Ciclo de vida. La replicacion de merozoitos dentro de enterocitos ocurre en el
intestino del gato (merogonia), los gametos macho y hembra de T. gondii son formados
dentro de la célula huésped. La fusidbn de gametos lleva a la formacion de ooquistes que
son expulsados con las heces de los gatos y hacen meiosis en el ambiente para producir
ocho esporozoitos haploides como progenie. La replicacién asexual ocurre en el huésped
intermediario (se muestra aqui como roedores). La infeccion aguda es caracterizada por
taquizoitos (formas de replicacion rapida) que se disemina por todo el cuerpo. La
diferenciacion a bradizoitos de crecimiento lento dentro de quistes tisulares lleva a largo
plazo a infeccion crénica. La ingestion de quistes tisulares a través de la alimentacion
omnivora y carnivora puede llevar a la transmision a cualquier otro huésped intermediario
0 gatos, reiniciando la fase sexual del ciclo de vida. Los ooquistes pueden contaminar
alimentos y agua, proporcionando una ruta de infeccién para huésped intermediarios. Los
humanos se infectan por comer carne poco cocida que contiene quistes tisulares o por
ingestion de ooquistes esporulados en agua contaminada. La toxoplasmosis puede
causar serios sintomas en el cerebro y otros érganos en pacientes inmunodeprimidos, asi
como en fetos en desarrollo siguiendo la infeccion congénita.
http://www.nature.com/nrmicro/journal/v10/n11/fig_tab/nrmicro2858 F1.html

1.2.2. GENETICA

El genoma de T. gondii consiste de tres componentes de DNA, localizados en el
nucleo, el apicoplasto y la mitocondria. EIl genoma nuclear es haploide en la
mayoria del ciclo de vida del parasito, a excepcion de una breve fase diploide en el
intestino del gato antes de la meiosis. El genoma nuclear presenta un tamafio de
aproximadamente 87 Mb mientras que el genoma mitocondrial tiene un tamafo de
6 Kb y el plastidico de 35 Kb. El genoma consiste de 11 cromosomas (Ib, la, Il -
X), y el rango en tamafo es de aproximadamente 1.8 Mb a >10 Mb (Ajioka,
Fitzpatrick, & Reitter, 2001; Kissinger, Gajria, Li, Paulsen, & Roos, 2003).

T. gondii tiene tres principales linajes clonales altamente prevalentes en Europa,
Africa y Norte América y se denominan como tipos |, II, y Il basados en anlisis de
Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP). El tipo | es
altamente virulento en ratones, mientras que el tipo Il y lll son menos virulentos
(Sun et al.,, 2013). La mayoria de las infecciones humanas que han sido
estudiadas en Norte América y Europa son causadas por cepas de tipo Il, las
cuales se han encontrado principalmente en aislados de pacientes con Sida y en
mujeres embarazadas junto con la cepa tipo |. Entretanto, las cepas aisladas de

animales son principalmente tipo lll, aunque también son comunes la cepas tipo Il
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en animales agricolas de estas regiones (Montoya & Liesenfeld, 2004; Sibley,
Khan, Ajioka, & Rosenthal, 2009).

Estudios recientes han revelado que las cepas de Suramérica son mas diversas
genéticamente y comprenden distintos genotipos. Un pequefio numero (<5 %) de
los aislados contienen diferentes combinaciones de los mismos alelos observados
en los tipos clonales, lo cual indica que la recombinacion ocurre con poca
frecuencia en estado silvestre (Khan et al., 2006). Estas diferencias han sido
dadas por la recombinacién sexual poco frecuente, los barridos de poblacién y la
biogeografia (Sibley et al., 2009). Estos "nuevos" genotipos, o genotipos recién
descubiertos, fueron designados como atipicos, exoéticos, recombinantes, o
genotipos no arquetipicos. La descripcidon de estos genotipos atipicos ofrece
nuevas perspectivas en el analisis de los determinantes de virulencia (Darde,
2008).

1.2.3. PRINCIPALES PROTEINAS DE T. gondii

Las organelas secretoras micronemas, roptrias y granulos densos de T. gondii
secretan proteinas caracteristicas tales como proteinas de los micronemas (MICs),
proteinas de las roptrias (ROPs) y proteinas de los granulos densos (GRASs).
Ademas, T. gondii también presenta proteinas de superficie (SAG) y proteinas de
la matriz (MAG), que junto con las demas proteinas intervienen en procesos

vitales para la supervivencia del parasito.
1.2.3.1. Proteinas de los Micronemas

Las proteinas de los micronemas estan involucradas en el reconocimiento y
adhesion a la célula huésped a través de la union a receptores especificos y
posiblemente también estan relacionadas con la movilidad del parasito, estas
proteinas incluyen MIC1, MIC2, MIC3, MIC4, MIC5, MIC6 (Holec, Gasior,
Brillowska-Dabrowska, & Kur, 2008). Algunas de ellas pueden actuar como
adhesinas y otras como proteinas chaperonas (Meissner et al., 2002). Contienen

dominios estructurales que estan morfolégicamente y funcionalmente conservadas
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a nivel molecular (Soldati, Dubremetz, & Lebrun, 2001). Estos dominios se pueden
unir a trombospodina, lo cual estda probablemente relacionado con la union a
glicoconjugados sulfatados que se encuentran en las superficies celulares, y son
altamente variables, confiriendo especificidad de uniéon a las células hospederas
(Dubremetz, Garcia-Reguet, Conseil, & Fourmaux, 1998). Las proteinas de los
micronemas también presentan dominios de unidn a integrinas para unirse a
proteinas de la matriz extracelular como laminina y colageno; ademas poseen

dominios de unién a lectina (Carruthers & Tomley, 2008).
1.2.3.2. Proteinas de las Roptrias

Las proteinas de las roptrias son consideradas los principales factores de
virulencia de T. gondii. Se localizan en diferentes partes de la célula y pueden
afectar la membrana, estructura del citoesqueleto y factores activos de la célula
huésped con el fin de bloquear los mecanismos celulares de defensa, permitiendo
que T. gondii invada, parasite y prolifere con éxito en la célula (Zhao, Yin, & K,
2014). Las proteinas de las roptrias comprenden dos diferentes subestructuras. De
29 de estas proteinas que han sido bien estudiadas, 24 estan presentes en el
bulbo de las roptrias y son denominadas proteinas ROP, mientras que 5 estan
presentes en el cuello de las roptrias y son llamadas proteinas RON (Boothroyd &
Dubremetz, 2008). Las proteinas RON junto con las proteinas MICs se ensamblan
sobre la superficie del parasito para formar los movimientos de unién, los cuales
intervienen en la formacion de la vacuola parasitéfora y su membrana (Alexander,
Mital, Ward, Bradley, & Boothroyd, 2005), mientras que las proteinas ROP son
inyectadas dentro de la célula huésped (Carey, Jongco, Kim, & Ward, 2004).

Una de las proteinas caracteristica de las roptrias es la proteina ROP1, de 66 kDa.
La secuencia aminoacidica de esta proteina presenta una inusual carga asimétrica
con un dominio amino-terminal altamente acido, rico en prolina y un dominio
carboxi-terminal basico (Joiner & Dubremetz, 1993). ROP1 ha sido asociada
molecularmente con una actividad que potencia la invasién in vitro a la célula. Esta
proteina es expresada en taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos (Eslamirad,
Dalimi, Ghaffarifar, & Sharifi, 2008). Estudios en la ultraestructura de ROP1 han
34



demostrado que la proteina madura es liberada en la vacuola parasitofora
naciente durante las primeras etapas de invasion a la célula huésped, luego se
localiza en el perimetro de la vacuola, para mas tarde desaparecer dentro de las
primeras horas después de la invasion (Soldati, Lassen, Dubremetz, & Boothroyd,
1998).

1.2.3.3. Proteinas de los Granulos Densos

Las proteinas de los granulos densos (GRA) son liberadas durante y después de
la invasion dentro de la vacuola parasitéfora; ademas intervienen en la
modificacion del medio de la vacuola para la supervivencia y replicacion del
parasito (Nam, 2009). Estas proteinas interactuan con una variedad de proteinas
de la célula huésped tales como enzimas, proteinas funcionales y estructurales.
Hasta ahora han sido descubiertas 14 proteinas de los granulos densos (GRA1-
GRA14) que previamente han sido identificadas en taquizoitos de T. gondii y no
presentan homologia de secuencias entre si. De estas, 12 proteinas han sido bien
estudiadas (GRA1- GRA10, GRA12 y GRA14), mientras que las proteinas GRA11
y GRA13 hasta ahora se desconoce su funcion. Ademas, también hacen parte de
este grupo de proteinas dos isoformas de nucleotidotrifosfato (NTPasa | y Il) y dos
inhibidores de proteasa (TgPI1 y 2) (Ahn, Kim, Kim, & Nam, 2006; Nam, 2009).

La mayoria de las proteinas GRA han sido detectadas en una estrecha asociacion
con el sistema de membrana. Por ejemplo las proteinas GRA1, GRA2, GRA4,
GRA6, GRA7, GRA8, GRA9 y el grupo de NTPasas han sido asociadas
especificamente con las membranas de la red vacuolar. En estas membranas las
proteinas como GRA2, GRA4 y GRAG intervienen en la formacién de un complejo
multimérico de proteinas; mientras que GRA3, GRA5 y GRA10 han sido
detectadas como proteinas asociadas a la membrana de la vacuola parasitdfora
(Ahn et al., 2006).

La proteina GRA7, con un peso molecular de 29 kDa, contiene una secuencia
sefal y dos dominios hidrofobicos de 15 aminoacidos y 29 aminoacidos en el

extremo C-terminal. EI dominio hidrofébico mas grande tiene un alto grado de
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caracter helicoidal que le permite a la proteina anclarse a la membrana de la
vacuola parasitéfora (Bonhomme et al., 1998), por lo que se considera a GRA7
como una proteina asociada exclusivamente a membrana tanto en el parasito

como en las células del huésped (Neudeck et al., 2002).

Después de la invasion a la célula huésped, GRA7 es secretada dentro de la red
vacuolar, la membrana de la vacuola parasitéfora y dentro de extensiones

sobresalientes en el citoplasma (Nam, 2009).

Esta proteina, a diferencia de otras proteinas GRA, se expresa en todos los
estadios infecciosos de T. gondii (Dunn, Ravindran, Kim, & Boothroyd, 2008), se
acumula dentro de la vacuola parasitofora y se localiza en su membrana en
células infectadas con taquizoitos, mientras que en células infectadas con

bradizoitos esta presente dentro del citoplasma de la célula huésped (Nam, 2009).
1.2.3.4. Proteinas de Superficie

Otras de las proteinas que intervienen en procesos vitales de T. gondii son las
proteinas de superficie, las cuales son miembros de una familia de genes con
estructura similar a SAG1. Este grupo es conocido como la superfamilia de genes
SRS (Secuencias Relacionadas con SAG1), que codifican proteinas de superficie
ancladas a GPI (glycosifosfatidilinositol); intervienen en la adhesion a la célula y
activan la inmunidad del huésped para regular la virulencia del parasito (Jung, Lee,
& Grigg, 2004; Weiss & Kim, 2007). Actualmente el tamafio exacto del grupo de
genes SRS y su diversidad genética no se conoce y solo se han sido identificados
21 genes SRS (Jung et al., 2004).

La mayoria de las proteinas SRS se expresan de una manera etapa especifica,
entre las que se encuentran SAG1, SAG2A, SAG2B, SAG3, SRS1, SRS2 y SRS3,
las cuales son expresadas principalmente sobre la superficie de taquizoitos (Cong
et al., 2013). Un ejemplo de esta familia de proteinas es el antigeno de superficie 1
(SAG1), que tiene un peso molecular de 30 kDa, es la mas abundante y se

expresa principalmente sobre la superficie intra y extracelular del estado taquizoito
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(Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Modarressi, et al., 2012). La proteina
SAG1 es altamente conservada en la mayoria de cepas aisladas de T. gondii y es
uno de los antigenos mas inmunogénicos (Kim & Boothroyd, 2005; Kotresha &
Noordin, 2010).

La estructura de la proteina SAG1 muestra una configuracion homodimérica
paralela de dos mondomeros en forma de pesa. Los dos dominios de cada
monomero tiene un tamafo similar, el dominio N-terminal consiste de 130
aminoacidos y el dominio C-terminal comprende 120 aminoacidos. Los pliegues de
los mondmeros estan compuestos en su totalidad por sandwiches de hojas- B y
bucles reticulados por tres enlaces disulfuro (He, Grigg, Boothroyd, & Garcia,
2002). SAG1 ha sido una proteina muy estudiada debido a que se encuentra entre
las primeras que interactuan con la célula huésped y esta primeramente implicada
en la adhesion, la transduccion de sefales, la invasion, el transporte de material y

respuestas inmunes del huésped (Wang & Yin, 2014).
1.2.4. EPIDEMIOLOGIA

La toxoplasmosis es una zoonosis mundialmente distribuida (Rosso et al., 2007).
Afecta humanos y mas de 300 especies de mamiferos domésticos y salvajes,
ademas de 30 especies de aves de corral y silvestres (Jacome, 2007). Se estima
que entre el 30% a 40% de la poblacién humana mundial se encuentra infectada
por T. gondii (Muiniz & Mondragon, 2009), en donde los principalmente afectados
son mujeres embarazadas, personas infectadas y portadoras del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (Jacome, 2007; Mufiz & Mondragon, 2009). Sin
embargo, estudios a nivel mundial han mostrado una variacion en cuanto a la
prevalencia e incidencia de la enfermedad, lo cual se ha relacionado con las
diferentes condiciones geograficas, habitos alimenticios y condiciones higiénico
sanitarias (Rosso et al., 2007). Las prevalencias encontradas en la poblacion en
general son: en Africa entre 22.9%-75.2%, en Europa 38%-71%, Asia 0.8%-55.4%
y América 22.5%-75% (Diaz et al., 2010). En los paises desarrollados se estima

que la seroprevalencia de la toxoplasmosis en mujeres embarazadas y en edad
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fértil esta entre 4-100% vy la incidencia varia desde 1 hasta 310 por cada 10000

embarazadas en Europa, Asia y América (Njunda et al., 2011).

Las diferentes tasas de prevalencia de toxoplasmosis reportadas entre regiones
geograficas parecen relacionarse con diversos factores. El tipo de alimento, bajos
niveles educativos y la calidad del agua de consumo han sido fuertemente
correlacionadas con la alta prevalencia de toxoplasmosis en India (Singh,
Munawwar, Rao, Mehta, & Hazarika, 2014). En el Reino Unido, la presencia de
gatos y el consumo de carne cruda O poco cocida se relacionaron
significativamente con la alta seroprevalencia de T. gondii en mujeres
embarazadas (Nash, Chissel, Jones, Warburton, & Verlander, 2005). Mientras
tanto, en los Paises Bajos se determinaron como los principales factores de riesgo
para la ocurrencia de toxoplasmosis el consumo de vegetales crudos sin lavar y la
cria y mantenimiento de ganado vacuno por periodos de 5 afios (Hofhuis et al.,
2011). En Sudan (Africa) y en Taiwan (Asia), la asistencia durante partos de
animales, la presencia de gatos domésticos, el consumo de carne y almejas
crudas, y el consumo de alimentos preparados en restaurantes constituyen los
factores de riesgo mas importantes para la infeccion con T. gondii (Chiang et al.,
2014; Mohamed, Kodym, Maly, & Rayah, 2014). En Estados Unidos, los
principales factores condicionantes de la ocurrencia de toxoplasmosis son, al igual
que en otros paises, el consumo de alimentos crudos o poco cocidos y la
presencia de gatos en los domicilios (Jones et al., 2009). En contraste, en Brasil la
variable correlacionada con la ocurrencia de toxoplasmosis fue bajas condiciones
socioeconomicas. En este sentido, la ruta oral constituye el mecanismo mas
importante de transmision. Ademas, los habitos higiénicos de las personas y el
contacto constante con animales juegan un papel fundamental en la transmisién

de las infecciones por T. gondii en cada zona geografica (Carellos et al., 2014).

En Colombia, de acuerdo con el Estudio Nacional de Salud realizado entre 1977 y
1980, la tasa de seroprevalencia observada en mujeres en edad fértil varié entre
42.5% y 54.4% (Rosso et al., 2007). Esta seroprevalencia tuvo una distribucion

desigual en las diferentes regiones del pais. En la regiones Atlantica y Oriental se
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reportd un rango de prevalencia de 56.8%-73% y 57.7%-66.2%, respectivamente.
En contraste, en la region Pacifica la prevalencia estuvo entre 33%-37.6% y en el

interior del pais estuvo entre 31.6%-41.7% (Rosso et al., 2007).

En otros estudios se han reportado diferentes tasas de seroprevalencia en
embarazadas en el pais: en Quindio 60% (Gémez, Montoya, & Castafo, 1997),
Valledupar 58% (Jacome, 2007), Yopal 77% (Eslava, Houghton, Serrano, & Riafio,
2011), Bogota 47% (Eslava et al., 2011), Villavicencio 52.5% (Castro et al., 2008),
Calarca 63%, Cali 45.8% (Eslava et al., 2011) y Sincelejo 56% (Machado et al.,
2004). Estos hallazgos constituyen evidencia de una constante transmisiéon del
parasito en el pais que ha sido invariable durante los afios y que a diferencia de
otros paises, no hay pruebas de descenso en la prevalencia. Ademas,
investigaciones previas sugieren que las variables consumo de carne mal cocida,
exposicion a animales, manipulacién de tierra, consumo de bebidas hechas con
agua sin hervir y el contacto con gatos menores de 6 meses son los factores de
riesgos mas fuertemente relacionados a la infeccion por T. gondii en el pais
(Lopez-Castillo, Diaz-Ramirez, & Gomez-Marin, 2005; Montealegre, Valbuena,
Cortes, & Florez, 2008).

1.2.4.1. Vias de Transmision de T. gondii

La entrada del parasito T. gondii al organismo se da principalmente por dos vias
de transmision: la via congénita o transplacentaria, y la via oral (carnivorismo,
transmision acuatica de ooquistes). No obstante, existen formas alternativas de
transmision del parasito, como son: la transmision transfusional y por trasplantes,
transmision por las vias respiratorias, transmision mucosa y transmisién cutanea

gue son menos comunes (Sobral, Amendoeira, Teva, Patel, & Klein, 2005).
Transmision Congénita o Transplacentaria

La infeccidn congénita por T. gondii en nifios fue descrita inicialmente por Wolf et
al. (Wolf, Cowen, & Paige, 1939; Wolf, Cowen, & Paige, 1939) y mas tarde se

encontr6 que también se producen en muchas especies de animales,
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especialmente ovejas, cabras y roedores (Weiss & Kim, 2007). Este mecanismo
de transmision, consiste en la invasion de taquizoitos al embrion o feto a través de
la barrera transplacentaria durante la fase de parasitemia materna. Esta aceptado
que esta transmision sélo tiene lugar durante la primo infeccion en las gestantes
no inmunocompetentes (Salvia, Alvarez, Bosch, & Goncé, 2008) y por
consiguiente, no ocurre en mujeres con toxoplasmosis cronica (Thiermann, Mufioz,
Lorca, & Atias, 1985). Ademas, en la medida en que la infeccién ocurra al principio
de la gestacion, menor sera el riesgo de transmision fetal (10%-20% en el primer
trimestre, 25%-30% en el segundo y 60%-80% en el tercero). Sin embargo, las
consecuencias para el feto seran mas graves si la infeccién sucede al comienzo

del embarazo que si se trasmite en fases tardias (Salvia et al., 2008).
Transmision Oral

Existe evidencia de infeccidbn generalizada por T. gondii en vegetarianos y
herbivoros que no puede ser explicada por transmisidn congénita, lo que sugiere
la via oral como via de transmision (Weiss & Kim, 2007). Estos casos han sido
explicados a través de la ingestion de ooquistes esporulados durante el consumo
de vegetales crudos sin lavar que han estado en contacto con heces de gatos
infectados (Jeffrey, Kravetz, Daniel, & Federman, 2005; Sonar & Brahmbhatt,
2010). Estos hallazgos han sido apoyados por un estudio en India en el que se
encontré mayor seroprevalencia para T. gondii en vegetarianos estrictos con
respecto a consumidores de carne, debido a la poca higiene en la manipulacién de
alimentos (Hutchison, 1965; Rawal, 1959).

Al igual que la transmision congénita, el carnivorismo o consumo de carne,
constituye un importante mecanismo de infeccién con T. gondii en humanos y
otras especies animales (Ortega, 2003). En humanos, el consumo de carne poco
cocida e incluso el consumo de carne cruda en algunos grupos poblacionales, ha
sido correlacionado con la infeccidén por T. gondii en diferentes zonas geograficas
del planeta (Chiang et al., 2014; Mohamed et al., 2014; Ortega, 2003; Weinman &
Chandler,1954). Esto es debido a que en la carne pueden encontrarse quistes
tisulares cuyas paredes son facilmente degradadas por las enzimas proteoliticas
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del huésped, liberando bradizoitos que se muestran resistentes a la accion
proteolitica, y en consecuencia pueden infectar al huésped (Dubey et al., 2005;
Jacobs, Remington, & Melton, 1960; Sullivan & Jeffers, 2012; Weiss & Kim, 2007).

Por otro lado, el contagio por T. gondii mediante el consumo de agua fue durante
muchos afos considerada poco frecuente. Sin embargo, recientemente ha
explicado adecuadamente muchos casos de toxoplasmosis (De Moura et al.,
2006; Dubey, 2004). Se ha planteado la existencia de un ciclo de T. gondii entre
felinos y otros animales y la excrecion de ooquistes en cuerpos de agua que
constituyen fuentes principales de abastecimiento en diversas poblaciones,
convirtiéndose éstos en una importante fuente de infeccion (Aramini et al., 1999;
Sroka, Wojcik-Fatla, & Dutkiewicz, 2006). Adicionalmente, varios estudios han
demostrado la viabilidad de los ooquistes de T. gondii en agua luego de
tratamientos fisicos y quimico como el hipoclorito de sodio y el ozono (Shapiro et
al., 2010; Wainwright et al., 2007). Por lo tanto es posible que inclusive el agua de
consumo en las ciudades sea un medio eficaz para la transmision de la

enfermedad.
Vias Alternas de Transmision

Dentro de estas vias, la transmision transfusional y por trasplantes son las mas
comunes. En pacientes trasplantados, el estado de inmunosupresién caracteristico
favorece la enfermedad cronica por T. gondii (Elhence, Agarwal, Prasad, &
Chaudhary, 2010; Wreghitt et al., 1989). Desde hace algunos afnos, las
transfusiones y trasplante de 6érganos como el corazén y rifiones han explicado la
toxoplasmosis en algunos grupos poblacionales (Moreno, Pérez-Oliva, Marmol, &
Gamez, 1999; Paya, Noemi, Tassara, Catalan, & Aviles, 2012; Siegel et al.,1971).
La reactivacion de bradizoitos presentes en los 6rganos donados explica la
ocurrencia de la parasitosis cuando el receptor no ha tenido contacto previo con el
parasito (Garcia de la Fuente et al., 2010; Osthoff et al., 2013). De igual forma, en
receptores seropositivos previo al trasplante, la reactivacion de la toxoplasmosis
se relaciona con las dosis de inmunosupresores post-trasplante (Wreghitt et al.,
1989).
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1.2.5. RESPUESTA INMUNE

En pacientes inmunocompetentes, la infeccion aguda con Toxoplasma activa una
cascada de respuestas inmunes protectoras. El parasito entra al hospedero a nivel
de la mucosa intestinal y evoca la producciéon de anticuerpos de tipo IgA, que
constituye mas del 80% del total de anticuerpos en mucosa y ha mostrado ser un
importante modulador de la proteccion e indicador de la infecciéon (Chardes &
Bout, 1993; Dunay & Sibley, 2010). Si el parasito evade la respuesta inmune en la
mucosa, se activan la inmunidad humoral y celular. Durante la respuesta humoral
en la infeccion por Toxoplasma, el parasito induce rapidamente niveles
detectables de anticuerpos tipo IgM e IgG en suero. La evolucién mas frecuente
ocurre con niveles elevados de IgM que se positivizan a partir de la primera
semana, alcanzando la maxima concentracion al mes para luego desaparecer
después de varios meses. Los anticuerpos tipo IgG se elevan a partir de los 12 a
14 dias, alcanzando el pico maximo alrededor de 2 a 3 meses y pueden ser
persistentes durante 6 a 12 meses para después disminuir lentamente. En
respuestas prolongadas se presentan titulos muy elevados de IgG durante afos,
acompanados o no de IgM (Jenum & Stray-Pedersen, 1998; Pizzi, 1997). De otro
lado, en el desarrollo de la respuesta inmune celular, la subpoblacion celular Th1
es primordial para controlar la infeccion por T. gondii debido a la producciéon de
citocinas proinflamatorias que incluyen IL-12, IFNy y TNFa. Durante la fase inicial
de la infeccién, los neutrdfilos, macrofagos y linfocitos NK constituyen la principal
respuesta del hospedero, mediante la fagocitosis, toxicidad celular y la produccion
de IFNy por las NK. Entretanto, la patogenia de la enfermedad se asocia a una
replicacion no limitada y a una continua destruccidon de células parasitadas
(LaRosa et al., 2008).
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Titulo de anticuerpos

Tiempo {meses})

Figura 5. Respuesta inmune humoral. Los anticuerpos IgA aparecen alrededor de las
dos semanas, su vida media esta entre los cinco dias y una semana. Los niveles de IgM
se positivizan a partir de la primera semana, su vida media es parecida a la de la IgA y
luego los titulos desaparecen después de varios meses. Por otra parte los anticuerpos
IgG aparecen una o dos semanas (primoinfeccién), su maximo nivel ocurre dentro del
segundo o tercer mes. Martin |, et al. Toxoplasmosis en el hombre. Bioquimica. 2003.
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Figura 6. Respuesta inmune celular. La principal respuesta del hospedero durante la
fase inicial de la infeccion constituye los neutréfilos, macrofagos y NK, mediante la
fagocitosis, toxicidad celular y la produccion de IFN-g por las NK. Los macrofago y células
dendriticas presentan los antigenos a las células CD4+ y CD8+, provocando una
respuesta de tipo Th1 mediante la secrecion de IL-12. EI TNF- a y el 6xido nitrico
producidos por los macrofagos incrementa la destruccion del parasito. David F, et al. T
Cell expression of MyD88 is required for resistance to Toxoplasma. PNAS, 2008.

1.2.6. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las principales categorias de la infeccion por T. gondii son: toxoplasmosis
adquirida en individuos inmunocompetentes, toxoplasmosis congénita,

toxoplasmosis ocular y toxoplasmosis cerebral (Halonen & Weiss, 2013).
1.2.6.1. Toxoplasmosis Adquirida en Inmunocompetentes

La mayoria de las infecciones por T. gondii en personas inmunocompetentes
cursan de forma asintomatica (Flegr, Prandota, Sovickova, & Israili, 2014) y solo
alrededor del 20% manifiestan alguna sintomatologia que incluye fiebre o
adenopatias cervicales, mesentéricas, axilares, inguinales, y retroperitoneales, en

ocasiones asociadas con mialgia, astenia u otros signos clinicos no especificos
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(Halonen & Weiss, 2013; Robert-Gangneux & Darde, 2012). La linfadenopatia y
astenia pueden manifestarse durante varias semanas, desarrollandose de forma
similar a la mononucleosis infecciosa (Robert-Gangneux & Darde, 2012). Aunque
se ha demostrado que en inmunocompetentes la infeccidbn es benigna y
autolimitada, en la actualidad se reconoce que la gravedad de ésta puede
depender del genotipo de la cepa (Robert-Gangneux & Darde, 2012) e involucrar
infecciones graves o letales que pueden adoptar la forma de neumonitis,
miocarditis, meningoencefalitis o0 polimiositis en sujetos inmunocompetentes
(Canon-Franco, Lopez-Orozco, Gomez-Marin, & Dubey, 2014; Pino, Salinas, &
Lopez, 2009; Weiss & Dubey, 2009). En soporte de lo anterior, se ha reportado
que la gravedad de las infecciones por T. gondii es baja en Europa Occidental y
Norte América, donde predominan las cepas tipo Il (Howe & Sibley, 1995), y es
mucho mayor en regiones donde circulan otros genotipos, como América del Sur y
Africa (Carme et al., 2002; Demar et al., 2007; Mercier et al., 2010).

1.2.6.2. Toxoplasmosis Congénita

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una infeccidén primaria por T. gondii
durante el embarazo, en la que los taquizoitos atraviesan la placenta (transmisién
vertical) e infectan el feto ( Montoya & Remington, 2008). En casos poco
frecuentes, la transmision congénita se produce en mujeres con infeccién cronica
que se ha reactivado como consecuencia de un estado inmunodeprimido causado

por VIH o por tratamiento con corticoides (Montoya & Remington, 2008).

La gravedad de la enfermedad depende principalmente de la edad gestacional en
el momento de la transmision (Sarkari & Abdolahi Khabisi, 2015). La infeccion
temprana se ha asociado con la muerte del feto, el aborto espontaneo, y la
prematuridad (Wellness, 2011). En el feto, la multiplicacién del parasito durante el
primer trimestre favorece la aparicion de focos de necrosis y fuerte inflamacion, lo
que lleva a las principales anomalias en el tejido cerebral y ojos. Las principales
secuelas incluyen retraso mental, convulsiones, microcefalia, hidrocefalia, sordera
y deficiencia psicomotora (Jones, Alexander, & Roberts, 2006; Oz, 2014; Sarkari &
Abdolahi Khabisi, 2015; Wellness, 2011). No obstante, las lesiones oculares
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también son graves en el embarazo temprano, donde se pueden desarrollar
microftalmia, cataratas, aumento de la presion intraocular, estrabismo, neuritis
Optica, coriorretinitis y necrosis de la retina (Halonen & Weiss, 2013; Oz, 2014;
Sarkari & Abdolahi Khabisi, 2015; Wellness, 2011).

Durante el segundo trimestre la infeccion fetal puede ser de gravedad variable y
causar hepatoesplenomegalia y calcificaciones cerebrales. Las manifestaciones
clinicas al nacer pueden incluir epilepsia, anemia, petequias, trombocitopenia,
erupcion cutanea, trastornos hepaticos, neumonitis o retinocoroiditis (Oz, 2014).
En contraste con lo que ocurre en los dos primeros trimestres, en el tercero la
infeccion cursa generalmente de forma asintomatica, el individuo nace anatémica
y fisiologicamente normal; sin embargo, puede desarrollarse retinocoroiditis y otras
afecciones mas tarde en la vida (Halonen & Weiss, 2013; Oz, 2014; Robert-
Gangneux & Darde, 2012).

1.2.6.3. Toxoplasmosis Ocular

La toxoplasmosis ocular puede ser adquirida congénitamente, puede ser una
infeccion adquirida después del nacimiento, o puede ser el resultado de la
reactivacion de la enfermedad en gestantes e individuos inmunocomprometidos
(Jones et al., 20006).

En nifios pequefios, la enfermedad suele ser asintomatica aunque en algunos
casos pueden haber manifestaciones de disminucion de la vision o dolor ocular, e
identificarse leucocoria o estrabismo (Butler, Furtado, Winthrop, & Smith, 2013).
En adultos, la enfermedad se manifiesta comunmente en la segunda, tercera y
cuarta décadas de vida. Se caracteriza por coriorretinitis con episodios recurrentes
de inflamacion y cicatrizacion posterior que se producen durante anos después de
la infeccion aguda. Ocurre tipicamente en el polo posterior del ojo, lo que resulta
en una vision borrosa, fotofobia, pérdida de la vision central y ceguera (Butler et
al., 2013; Delair et al., 2011; Halonen & Weiss, 2013).

46



Existe evidencia de que las camaras de coroides, vitrea y anterior del ojo también
son afectadas como consecuencia de la infeccion (Commodaro et al., 2009),
manifestandose necrosis retiniana con coroiditis adyacente, vasculitis, hemorragia,
vitritis con formacion de cicatrices coriorretinianas y retinopatia necrotizante
provocada por la activacion de quistes inactivos situados dentro de la retina y el
nervio optico. En nifos, las alteraciones oculares incluyen neovascularizacion
coroidea, catarata, glaucoma, atrofia del nervio 6ptico y desprendimiento de retina
(Bosch-Driessen, Karimi, Stilma, & Rothova, 2000; Eckert, Melamed, & Menegaz,
2007).

1.2.6.4. Toxoplasmosis Cerebral

La toxoplasmosis cerebral es la infeccion oportunista relacionada con SIDA mas
comun del sistema nervioso central (Pereira-Chioccola, Vidal, & Su, 2009; Skiest,
2002). Las manifestaciones clinicas dependen de la localizacion y numero de
lesiones. Los principales sintomas clinicos asociados son dolor de cabeza, fiebre,
déficit focales, convulsiones, confusion mental, ataxia, letargo y alteraciones
visuales (Skiest, 2002; Vidal et al., 2005). No obstante, pueden presentarse
disfunciones cognitivas, perdida de coordinacion motora e incremento de presion

intracraneal (Pereira-Chioccola et al., 2009).

Figura 7. Manifestaciones clinicas de la toxoplasmosis. A) Hidrocefalia neonatal
asociada a toxoplasmosis congénita. B) Coriorretinitis toxoplasmica. C) Toxoplasmosis
cerebral: lesiones en hemisferios cerebrales asociado a edema.
http://scielo.isciii.es/scielo.php?pid=s0365-66912003001000004 &script=sci_arttext
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1.2.7. DIAGNOSTICO

Existen diferentes estrategias de diagndstico para la deteccion de una infeccion
por Toxoplasma aguda o cronica, ya sea en pacientes inmunocompetentes,
inmunocomprometidos, embarazadas o en el recién nacido. Esto puede lograrse
por métodos serologicos o por deteccion directa del parasito, sus proteinas o su
acido nucleico (EFSA, 2007).

1.2.71. Métodos Directos

Estas técnicas proporcionan un diagnodstico de infeccion aguda con gran
seguridad. Sin embargo, solo es posible hacerlo en un reducido numero de
pacientes que presenten inmadurez o alteracion del sistema inmunitario con baja
produccion de anticuerpos (Martin & Garcia, 2003). Aunque en determinados
laboratorios algunas de estas técnicas pueden ser reemplazadas por inoculacion
in vitro o tecnologias de acidos nucleicos, aun se siguen empleando no solo por su
alta sensibilidad sino también para el aislamiento de cepas de T. gondii para su
tipificacion molecular (EFSA, 2007). Dentro de estas técnicas encontramos el

aislamiento del parasito, cultivo celular y visualizacidon de los taquizoitos.
Aislamiento del Parasito

Consiste en determinar la presencia del parasito mediante el aislamiento en
ratones infectados intraperitonealmente; luego de tres semanas puede
demostrarse la seropositividad por la infeccién a través de pruebas seroldgicas,
observacion de taquizoitos en liquido intraperitoneal o en diferentes 6rganos como
cerebro y pulmon entre otros (Perez-Rendon Gonzalez, Moreno Montanez,
Becerra, & Martinez Cruz, 1992).

Aislamiento en Cultivo Celular

Materiales como tejidos y secreciones o fluidos corporales como sangre o liquido
cefalorraquideo son sembrados en lineas celulares, principalmente fibroblastos de

origen humano. Los cultivos son monitoreados los dias 2, 4, 8 y 10 y el desarrollo
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del parasito en la célula se evidencia por inmunoflurescencia indirecta (Beaman,
Mccabe, & Remington, 1995).

Visualizacién del Parasito o Histopatologia

Mediante citologia puede detectarse taquizoitos en diferentes muestras durante el
estado agudo, ademas de quistes de T. gondii en la etapa crénica de la infeccién.
Muestras de liquidos organicos, frotis y muestras de tejido son obtenidas de
biopsias 0 necropsias y son visualizadas al microscopio mediante tincion o al
fresco (Dubey & Lappin, 2000; Montoya & Liesenfeld, 2004).

1.2.7.2. Métodos Indirectos

Dentro de estos métodos encontramos las técnicas serologicas, que consisten en
la deteccion de anticuerpos tipo IgG, IgM, IgA e IgE mediante el uso de diferentes
antigenos. Estos incluyen la prueba DyeTest de inmunoaglutinacion, IFl y la
aglutinacion directa, que emplean como antigeno al parasito intacto. Mientras que
las técnicas de hemaglutinacion indirecta, reaccioén de fijacion del complemento,
ELISA y western blot utilizan extractos antigénicos solubles (Remington, Thulliez,
& Montoya, 2004). Con el auge del ADN recombinante también se pueden
emplear proteinas recombinantes de T. gondii como antigenos para el diagndstico

mediante ELISA y western blot.
Prueba DyeTest

Esta prueba detecta principalmente anticuerpos tipo IgG que aparecen en la fase
de parasitemia y se orientan hacia los antigenos de membrana. Se basa en la lisis
del parasito en presencia de anticuerpos y de un factor sérico accesorio (elemento
del complemento) (Botero & Restrepo, 1998). Por su alta sensibilidad vy
especificidad se constituye como una prueba de referencia para evaluar otros
meétodos serologicos y su uso se limita a laboratorios especializados debido a que
es una técnica compleja, costosa y requiere utilizar como antigeno taquizoitos
vivos e intactos, lo que representa un riesgo para el manipulador (Lorca &
Contreras, 1997).
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Pruebas Inmunofluorescencia Indirecta y Aglutinacion Directa

Estas pruebas emplean como antigenos taquizoitos enteros y formolados. Los
anticuerpos detectados son tanto IgG como IgM, formados en relacién con los
antigenos de membrana y también con los antigenos citoplasmaticos (Botero &
Restrepo, 1998). La prueba de IFI presenta una alta sensibilidad y especificidad,
similar a la prueba DyeTest y se prefiere en la practica debido a que no requiere
trabajar con parasitos vivos ni con un factor accesorio. Una limitante para esta
prueba es el uso de un microscopio de fluorescencia que no esta disponible en
algunos laboratorios (Llop, Valdez-Dapena, & Zuazo, 2001). Por otro lado, la
prueba de aglutinacidon directa es mas sensible para la deteccion de anticuerpos
tipo IgM; sin embargo, la presencia de IgM naturales puede dificultar el diagnostico
y arrojar falsos positivos. Para evitar los falsos positivos por IgM naturales, las
muestras son tratadas con 2-mercaptoetanol, detectando solo las IgG especificas

dirigidas contra los antigenos de membrana (Martin & Garcia, 2003).
Hemaglutinacion Indirecta

La hemaglutinacion indirecta se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos
anti-Toxoplasma de producir aglutinacion en presencia de glébulos rojos
sensibilizados con antigenos citoplasmaticos y de membrana del parasito (Wiener,
2000). Esta prueba detecta anticuerpos IgG y no es adecuada para el diagndstico
de infeccion aguda debido a que los anticuerpos tipo IgG reaccionan
principalmente con antigenos citoplasmaticos y de aparicion lenta. La
hemaglutinacion Indirecta es una prueba poco especifica y se utiliza para estudios
poblacionales (Acha & Szyfres, 2003).

Western Blot

Es una técnica inmunoenzimatica que se basa en utilizar antigenos especificos de
T. gondii marcados para detectar anticuerpos que son separados mediante
electroforesis y luego transferidos a una membrana, sobre la cual se lleva a cabo

la reaccidon enzimatica. En el diagnostico de la toxoplasmosis congénita se emplea
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para comparar anticuerpos de recién nacidos frente a los maternos, debido a que
esta prueba potencialmente podria separar dichos anticuerpos. Esta prueba no es
muy utilizada debido a su complejidad y elevado costo (Rorman, Zamir, Rilkis, &
Ben-David, 2006).

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

Esta técnica inmunoenzimatica permite la deteccion de antigenos circulantes y
anticuerpos IgG e IgM anti-Toxoplasma en un medio complejo. Normalmente se
utilizan tres principios técnicos para la deteccion de estos anticuerpos: la
inmunocompetencia, el método indirecto y la inmunocaptura. La prueba ELISA
presenta ventajas como lo es la ausencia de riesgo durante la manipulacion,
automatizacion y la estabilidad de los reactivos que se emplean, lo que unido a
una elevada sensibilidad y especificidad lo han hecho valioso en el diagndstico de

enfermedades parasitarias (Martin & Garcia, 2003).

Otros métodos indirectos usados en el diagnostico de la toxoplasmosis son las
técnicas de biologia molecular como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) convencional y sus variantes (PCR anidada y PCR en tiempo real). Estas
consisten en la deteccion del ADN del parasito en diferentes muestras bioldgicas
como sangre, humor vitreo, liquido amniético, orina y liquido cefalorraquideo,
permitiendo el diagndstico temprano de toxoplasmosis congénita en gestantes con
pruebas de inmunoglobulinas negativa. A pesar de la alta sensibilidad y
especificidad, estas técnicas son solo usadas en un reducido numero de pacientes

y para fines investigativos.

51



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de los antigenos recombinantes rSAG1, rROP1 y rGRAY en el
diagnostico de la toxoplasmosis congénita en mujeres gestantes del departamento

de Sucre.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar anticuerpos tipo IgG e IgM anti-T. gondii en gestantes del

departamento de Sucre.

Comparar la sensibilidad y especificidad de los antigenos recombinantes frente a

los antigenos nativos en el diagndstico de la toxoplasmosis congénita.

Validar el uso de los antigenos recombinantes rSAG1, rROP1 y rGRA7 de T.
gondii por la técnica ELISA en muestras de sangre de gestantes del departamento

de Sucre.

Determinar la seroprevalencia de la toxoplasmosis congénita en el departamento

de Sucre y los posibles factores asociados a la infeccidén por T. gondii.
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3. METODOLOGIA
3.1. TIPO DE ESTUDIO

El presente estudio es de tipo descriptivo transversal, a través del cual se
evaluaron tres antigenos recombinantes rSAG1, rROP1 y rGRA7 en el diagndstico

de la toxoplasmosis congénita en el departamento de Sucre.
3.2. AREA DE ESTUDIO

Esta investigacion se llevd a cabo en el departamento de Sucre, en el que se
registra una seroprevalencia de infeccion por T. gondii del 56% en gestantes, con
una incidencia del 2% (Machado et al., 2004). Se incluyeron gestantes de los
municipios de Sincelejo, Corozal, Santiago de Tolu, San Marcos, Sampués y
Ovejas. Para el area de estudio se escogié los municipios con mayor numero de
embarazadas y donde las condiciones geograficas, climaticas e higiénicas

sanitarias son propicias para que se presente la infeccién.

Geograficamente, el departamento de Sucre se encuentra ubicado en el norte del
pais. Se localiza entre los 10°08'03" y 08°16'46" de latitud norte y los 74°32'35" y
75°42'24" de longitud oeste. Presenta un clima calido, con temperaturas medias
entre 27°C y 30°C; la humedad relativa es del orden del 85% y las lluvias estan
distribuidas durante el aino en dos periodos, alternados con épocas secas (Figura
8).

3.3. POBLACION DE ESTUDIO

Mediante un muestreo estratificado con afijacién proporcional se determiné
conformar la poblacion de estudio por 371 mujeres embarazadas, entre el
segundo y octavo mes de gestacion, que asistieron a control prenatal en los
centros de salud de Sincelejo, Corozal, Sampués, Ovejas y hospitales de primer y
segundo nivel de los municipios de Santiago de Tolu y San Marcos. Previa a la
recoleccion de muestras, fue ofrecida una charla informativa a las gestantes

referente a la toxoplasmosis, su agente etioldgico, vias de transmision,
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manifestaciones clinicas, prevencion y diagnostico (Anexo 1). A todas las
participantes se les informd6 sobre el estudio, se les realizé una encuesta para
conocer sus datos (Anexo 2), y se les solicité firmar un consentimiento informado
(Anexo 3).

Santiago
de Tolu

Sincelejo

Sampués

San Marcos

Figura 8. Area de estudio. Los municipios donde se llevé a cabo el estudio fueron
Santiago de Tolu, Ovejas, Sincelejo, Corozal, Sampués y San marcos.

3.4. TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra se calculé con el software Raosoft con el fin de obtener
estimaciones de prevalencia con un nivel de confianza del 95%. El universo del
estudio fue 15414 individuos, que corresponde a la poblacion de gestantes en el
departamento de Sucre que para el ano 2012 registr6 el Departamento
Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE) (DANE, 2012). Para el calculo de
la muestra, se tuvo en cuenta la seroprevalencia de la toxoplasmosis en gestantes

del departamento de Sucre (56%) reportada en el afio 2004 (Machado et al.,

54



2004), con un porcentaje de error esperado del 5%. Con base en estos datos, se
estimo6 un tamano de 371 muestras procedentes de embarazadas que asistieron a
los programas de control prenatal en los distintos centros de salud y hospitales de

I'y Il nivel del departamento.
3.5. CRITERIOS DE INCLUSION

Las gestantes cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: residencia
permanente en los municipios donde se llevdo a cabo el estudio, asistencia a
control prenatal y realizacion de las pruebas ELISA IgG e IgM anti-Toxoplasma, no
estar bajo ningun tratamiento que incluyera drogas inmunosupresoras y estar en

etapa gestacional entre 2—8 meses.
3.6. PROCEDIMIENTOS EN EL LABORATORIO
3.6.1. Obtencion de Muestras

Se tomd por venopuncidon aproximadamente 6 mL de sangre periférica a las
gestantes participantes mediante el sistema Vacutainer® al vacio. Para la
obtencidn de suero, las muestras de sangre fueron centrifugadas 5000 rpm

durante 5 minutos y luego almacenadas a -20°C hasta su posterior procesamiento.

3.6.2. Deteccidn de Anticuerpos IgG Anti-T. gondii por la Prueba ELISA
Empleando Antigenos Nativos (an-ELISA IgG)

La deteccion de anticuerpos 1gG especificos para T. gondii se realizé mediante la
prueba an-ELISA, al emplear el estuche comercial cuantitativo Toxo IgG (Human
Diagnostics Worldwide) y se llevd a cabo en un equipo automatizado Elisys Uno
(Human Diagnostics Worldwide). Inicialmente, un volumen de 100 pyL de las
muestras diluidas 1:100 en buffer de dilucion IgG (buffer fosfato 10 mM, NaCl 8 g/L
y albumina 10 g/L; pH 6.5) fueron adicionadas en los pozos de la placa cubiertos
con los antigenos sonicados de T. gondii (taquizoitos). Seguidamente, la placa se
incub6 por 30 minutos a 17-25°C; luego los pozos fueron lavados 4 veces con

buffer Tris (Tris 10 mM, NaCl 8 g/mL, pH 7.2) para remover cualquier exceso de
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muestra. Un volumen de 100 yL de anticuerpo anti-lgG humano marcado con
peroxidasa (de conejo) fue adicionado a cada pozo durante un tiempo de
incubacion de 30 minutos a 17-25°C y fueron lavados 4 veces con buffer de
lavado. Posteriormente, se adicionaron 100 yL de una solucion de sustrato TMB
(3,3, 5,5’tetrametilbencidina 1.2 mM) y perdxido de hidrogeno (3mM) a pH 3.7, se
incubo6 a 17-25°C por 15 minutos y finalmente la reaccidén se detuvo con la adicion
de 100 uL de solucion de parada (acido sulfurico 0.5M) (Figura 9). La lectura de la
placa se realizé a una longitud de onda de 450 nm con un filtro diferencial de 630

nm en el lector del equipo Elisys Uno. Los sueros fueron analizados por duplicado.

Sustrato TMB

J
=/

Anti-IgG Humano
conjugado con HRP

Suero Problema —»
Antigenos
Sonicados
'
%00 192 |

Figura 9. Prueba ELISA para la deteccion de anticuerpos tipo IgG anti-T. gondii
empleando antigenos nativos.

Los controles utilizados incluyeron: control negativo, control de punto de corte,
control positivo bajo, control positivo medio y control positivo alto (Tabla 1). Los
resultados fueron expresados en Ul/mL de acuerdo con los valores de referencia

de los controles (Tabla 2).
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Controles Concentracién
(Ul/mL)
Control negativo 0
Control de punto de corte (Cut-off) 5
Control positivo bajo 30
Control positivo medio 100
Control positivo alto 200

Tabla 1. Controles usados en la prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma.

Resultados (Ul/mL) Interpretacion
=200 Ul/mL Positivo alto
>5.7 - <200 Ul/mL Positivo
<4.2 Ul/mL) Negativo
0,0 Ul/mL Seronegativo
Entre 4.2 - 5.7 Ul/mL Dudoso

Tabla 2. Interpretacion de resultados prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma.

3.6.3. Deteccidn de Anticuerpos IgM Anti-Toxoplasma por la Prueba ELISA
de Captura (cap-ELISA)

La deteccién de anticuerpos IgM especificos para T. gondii se realiz6 por la
prueba cap-ELISA en el equipo Elisys uno (Human Diagnostics Worldwide) y se
utilizé un estuche comercial Toxo IgM p-captura (Human Diagnostics Worldwide).
Brevemente, un volumen de 100 pL de las muestras diluidas 1:100 con buffer
fosfato (pH 7.2) se adicionaron a los pozos de la placa cubiertos con anticuerpos
especificos de ratén anti-lgM humana, la placa se incub6 por 60 minutos a 37°C y
posteriormente los pozos fueron lavados 4 veces con buffer fosfato (pH 7.1) para
eliminar el exceso de muestra. Un volumen de 100 yL de antigeno sonicado de
Toxoplasma conjugado con peroxidasa fue adicionado a cada pozo y se incubd
durante 30 minutos a 37°C. Luego de lavar los pozos 4 veces con buffer fosfato,
se les adicion6 100 puL de Ila solucion de sustrato TMB (3,3,5,5
tetrametilbencidina, peroxido de hidrégeno); la placa fue incubada a 17-25°C por
30 minutos y finalmente la reaccion se detuvo con 100 pL de acido sulfurico (0.5M)
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(Figura 3). La lectura de la placa se efectuo a 450 nm con un filtro diferencial de

630 nm. Los sueros fueron analizados por duplicado.

Sustrato TMB
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Figura 10. Prueba cap-ELISA para la deteccién de anticuerpos tipo IgM anti-T.
gondii.

Se utilizé un control positivo, un control de punto de corte y un control negativo
contenido en el estuche (Tabla 3); los resultados fueron expresados en Ul/mL
teniendo en cuenta los valores de referencia de los controles (Tabla 4). Las
muestras positivas fueron confirmadas mediante el estuche Toxoplasma ELISA
IgM captura (Vircell).

Concentracion

Controles (Ul/mL)
Control negativo 0.0-0.150
Control de punto de corte (Cut-off) >0.200
Control positivo =220

Tabla 3. Controles usados en la prueba cap-ELISA IgM.
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Resultados (Ul/mL) Interpretacion
> 0.5676 Positivo
0.464 - 0.5676 Dudoso
<0.464 Negativo

Tabla 4. Interpretacion de resultados cap-ELISA IgM.

3.6.4. Deteccidn de Anticuerpos IgG Anti-T. gondii por la Prueba ELISA con
Antigenos Recombinantes (rec-ELISA IgG)

Luego de analizar las 371 muestras por la prueba an-ELISA IgG anti- Toxoplasma,
200 muestras seleccionadas al azar fueron clasificadas en dos grupos, un grupo
de 135 muestras positivas y otro grupo de 65 muestras negativas, que luego
fueron analizadas por la prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma. Las placas de
ELISA fueron incubadas por una hora a 37°C y luego a 4°C toda la noche con 100
ML de las proteinas recombinantes de T. gondii rfSAG1y rGRA7 a una
concentracion de 5 pg/mL (Meridian), y rROP1a una concentracion de 3 pg/mL
(US Biological) (tabla 5). Después de remover la solucion antigénica, las placas
fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween (0.25%) y agua destilada, y bloqueadas
por dos horas a 37°C con leche descremada (5% en PBS-Tween 0.05%); luego
los pozos fueron lavados tres veces con agua destilada. Posteriormente, un
volumen de 100 pL de las muestras (blanco reactivo, control positivo, control
negativo y muestra problema) diluidas 1:100 en buffer de bloqueo fueron
adicionadas e incubadas por 1 hora y 30 minutos a 37°C. Las placas fueron
lavadas y se adicionaron a cada pozo 100 uL de una diluciéon 1:4000 en buffer de
bloqueo del anticuerpo de cabra anti-lgG humano marcado con peroxidasa
(Sigma-Aldrich) y luego fueron incubadas a 37°C por 60 minutos. Después de
adicionar 100 uL del sustrato O-fenilenediamina dihidroclorado SIGMAFAST™
OPD (Sigma-Aldrich), la placa se incubd a 37°C por 3 minutos y la reaccion se
detuvo con 100 pL de acido clorhidrico 1N. Cada suero fue analizado por
duplicado. La lectura de la placa se realizé a 490 nm usando el lector de ELISA
automatizado Elisys Uno (Aubert et al., 2000).

59



Sustrato OPD

J
= \

Anti-IgG Humano
conjugado con HRP

<«— Suero Problema

Antigenos
Recombinantes

Figura 11. Prueba rec-ELISA para la Deteccion de Anticuerpos Tipo IgG Anti-T.
gondii.

Como controles positivos y negativos se utilizé una muestra de suero de una
paciente seropositiva y una muestra de suero de una paciente seronegativa
confirmada para IgG anti-Toxoplasma respectivamente; ademas se utilizé buffer
de bloqueo como blanco reactivo. La densidad Optica de cada muestra fue
obtenida restando la densidad 6ptica de las muestras menos el blanco reactivo. Se
asumio como punto de corte la densidad optica de 0.504 para el antigeno rSAGH1,
1.11 para rGRA7 y 0.499 para rROP1. El valor del punto de corte de las proteinas
recombinantes fue determinado como la media mas dos veces la desviacion
estandar de las absorbancias obtenidas con 15 sueros de pacientes sanos para
toxoplasmosis. Se consideraron positivos aquellos sueros que presentaron valores

de densidad optica por encima del punto de corte.
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Concentracion

Antigeno Caracteristicas Antigeno usado
Antigeno (ug/mL)
Regién inmunodominante proteina SAG1 (P30). 5
rSAG1(P30) Producido en E. coli; % purificacion >95%
rGRA7(P29) Regién inmunodominante de la proteina GRA7 5

(P29). Producido en E. coli; % purificacion >95%
Recombinante de T. gondii ROP1 (P66).
rROP1(P66) | (Aminoacidos 24-428). Producido en E. coli. % 3
purificacion >95%

Tabla 5. Caracteristicas antigenos recombinantes de T. gondii.

3.6.5. Deteccion de Anticuerpos IgM Anti-T. gondii por ELISA con Antigenos
Recombinantes (rec-ELISA IgM)

Luego de analizar las 371 muestras por la prueba an-ELISA IgM anti- Toxoplasma,
200 de las muestras fueron clasificadas en dos grupos: un grupo que incluia las 14
muestras positivas por IgM de captura y otro grupo con 186 muestras negativas
previamente analizadas para anticuerpos IgG anti-Toxoplasma. Estas muestras

fueron analizadas por la prueba rec-ELISA IgM anti- Toxoplasma.

Las placas de ELISA fueron incubadas por 1 hora a 37°C y luego a 4°C toda la
noche con 100 pL de las proteinas recombinantes de T. gondii rSAG1 (7 ug/mL),
rROP1 (5 pg/mL) y rGRA7 (7 pg/mL). Después de remover la solucion antigénica,
las placas fueron lavadas con PBS 1X-Tween (0.25%) y agua destilada, se
bloquearon por dos horas a 37°C con leche descremada (5% en PBS 1X-Tween
0.05%) y luego fueron lavadas tres veces. Posteriormente, un volumen de 100 pyL
de las muestras y de los controles (blanco reactivo, control positivo, control
negativo) diluidas 1:50 para el antigeno rSAG1, 1:10 para rGRA7 y 1:100 para
rROP1 en buffer de bloqueo fueron adicionadas e incubadas por 1 hora a 37°C.
Luego de lavar las placas, 100 yL de anticuerpo de cabra anti-lgM humana
marcada con peroxidasa de rabano a una concentracion de 1:2000 en buffer de
bloqueo, fueron adicionados a cada pozo e incubados a 37°C por 60 minutos
(Tabla 6). Después de adicionar 100 uL de sustrato O-fenilenediamina

dihidroclorado (Sigma-Aldrich) la placa fue incubada a 37°C por 3 minutos vy
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finalmente la reacciéon se detuvo con 100 pL acido clorhidrico 1N. Cada suero fue
analizado por duplicado. La lectura de la placa se realizé a 490 nm usando el
lector de ELISA automatizado Elisys Uno (Aubert et al., 2000).

Sustrato OPD

J
= \

Anti-IgM Humano
conjugado con HRP

<«— Suero Problema

Antigenos
Recombinantes

Figura 12. Prueba rec-ELISA para la deteccion de anticuerpos tipo IgM anti-T.
gondii.

Como controles (positivo y negativo) se empledé una muestra de suero de una
paciente positiva y una muestra de suero de una paciente negativa, confirmadas
para anticuerpos IgM anti-Toxoplasma; ademas se utilizé buffer de bloqueo como
blanco reactivo. La densidad optica de cada muestra fue obtenida restando la
densidad optica de las muestras menos el blanco reactivo. Se asumié como punto
de corte la densidad éptica de 0.249 para el antigeno rSAG1, 0.335 para rGRA7 y
0.269 para rROP1. El valor del punto de corte de las proteinas recombinantes fue
determinado como la media mas tres veces la desviacion estandar de las
absorbancia obtenidas con 15 sueros de pacientes sanos para toxoplasmosis. Se
consideraron positivos aquellos sueros que presentaron valores de densidad

optica por encima del punto de corte.
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Anti Concentracion Concentracion Concentracion
ntigeno . .
antigeno (ug/mL) suero muestra conjugado
rSAG1 7 1:50 1:2000
rGRA7 7 1:10 1:2000
rROP1 5 1:100 1.2000

Tabla 6. Concentracion reactivos usados en la prueba rec-ELISA IgM anti-
Toxoplasma.

3.7. ANALISIS DE DATOS

Para comparar las pruebas rec-ELISA IgG e IgM y la prueba an-ELISA IgG e IgM,
se calcularon los parametros de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo (Gomez, 1998), con el fin de establecer cual de
los ensayos ofrecia mejores resultados. Para ello, los resultados de ambas
pruebas ELISA IgG (empleando antigenos sonicados y recombinantes) se
compararon frente a los resultados de un panel de sueros evaluados con la prueba
de inmunofluorescencia indirecta (IFl), la cual es empleada como prueba de
referencia para la deteccion de anticuerpos IgG anti- Toxoplasma; esta prueba fue
realizada en el Instituto Nacional de Salud (Anexo 4). De otro lado, la prueba rec-
ELISA IgM fue comparada con la prueba cap-ELISA IgM. Ademas, para
determinar el grado de concordancia entre las pruebas analizadas y las pruebas
de referencia se realizd un analisis Kappa de Cohen, la cual es una medida
estadistica que refleja el grado de acuerdo entre dos pruebas o técnicas. Este
analisis puede tomar valores entre -1 y +1; mientras mas cerca de +1 mayor es el
grado de concordancia entre las pruebas analizadas (Campo-Arias, 2010). Los
parametros diagnésticos incluidos y la prueba de concordancia fueron calculados
con las formulas indicadas en el Anexo 5 y corroborados en el software estadistico
IBM SPSS (IBM, 2013).

Para determinar posibles factores de riesgo asociados con la toxoplasmosis en
gestantes del departamento de Sucre, las variables incluidas en la encuesta

fueron correlacionadas con los resultados obtenidos por la prueba ELISA IgG e
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IgM anti-Toxoplasma con antigenos nativos. Para esto, se obtuvieron proporciones
sobre la prevalencia de anticuerpos tipo IgG e IgM con sus intervalos de confianza
de 95%, estratificadas por variable (localidad, tipo de vivienda, material del piso de
la vivienda, presencia de animales domeésticos, consumo de agua, presencia de
gatos, etc.). La comparacion de proporciones para cada una de las variables se
realizd mediante la prueba de Chi-cuadrado (X?) (proporciones, diferencia de
proporciones y homogeneidad de proporciones) con los softwares estadisticos
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2013) y R (R Development Core) (Team, 2008).

3.8. CRITERIOS DIAGNOSTICOS
3.8.1. Manejo de Pacientes

En los casos en el que no se conocia el estatus inmunolégico contra Toxoplasma
gondii, se recomendo realizar pruebas de ELISA IgG e IgM a las gestantes en su
primer control prenatal para determinar la presencia de anticuerpos. Si la prueba
ELISA IgG y la IgM fue negativa, indico que no ha habido contacto con el parasito
y se instruyé a la paciente sobre medidas preventivas respecto a consumo de
carnes bien cocidas, consumo de agua hervida, manejo higiénico de los alimentos,
lavado de manos posterior a actividades de jardineria, manipulacion de animales

(gatos) y ademas se recomendo la realizacién de un control mensual de 1gG.

Se recomendd que las mujeres con prueba ELISA 1gG negativo e IgM positivo se
realizaran la repeticion de la prueba ELISA IgG en dos semanas para documentar
seroconversion aguda o presencia de IgM natural (Ministerio de Salud vy
Proteccion Social - Colciencias, 2013). Todas las gestantes consideradas positivas
para la infeccion por Toxoplasma fueron informadas sobre los resultados
obtenidos en este estudio y se remitieron a manejo especializado en la entidad
encargada de su control prenatal para confirmar la antigliedad de la infeccion e

instaurar el tratamiento respectivo.
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3.9. ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion conté con la aprobacién del Comité de Etica de la Universidad
de Sucre y se plante6 de acuerdo con los parametros establecidos en la
resolucion N° 008430 del 4 de octubre 1993, por la cual se establecieron las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud. A
todas las personas que donaron muestras de sangre se les informo sobre el
estudio, sus objetivos, beneficios, resultados esperados y la forma de participaciéon
en este, ademas se les solicitdé firmar un consentimiento informado (Anexo 3).
Adicionalmente, se protegid la dignidad, los derechos y bienestar de los

participantes.
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4. RESULTADOS
41. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio estuvo conformada por 371 embarazadas que asistieron a
control prenatal en las IPS de Sampués, Sincelejo, Corozal, Ovejas y hospitales
de primer y segundo nivel de los municipios Santiago de Tolu y San Marcos,
durante el mes de febrero de 2012 a febrero 2013. Para el estudio fueron captadas
208 gestantes en el municipio de Sincelejo, 48 en el municipio de Corozal, 47 en el
municipio de San Marcos, 34 gestantes en el municipio de Sampués, 19 gestantes
en el municipio de Tolu y 15 gestantes en el municipio de Ovejas. (Tabla 7). La
poblacidon de gestantes para cada municipio fue calculada de acuerdo al total de
embarazadas para el afio 2012 (DANE, 2012).

Municipios Numero de muestras
Sincelejo 208
Corozal 48
San marcos 47
Sampués 34
Santiago de Tolu 19
Ovejas 15
Total 371

Tabla 7. Numero de gestantes por municipio.
4.2. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de embarazadas presentaba un rango de edad entre los 13 y los 43
afos. La mayor parte de las gestantes presentaban una edad entre los 13 y los 23
afos (60.1%), seguido por el grupo de gestantes con edades entre 24 y 33 anos
(33.2%) (Grafica 1A). EI mayor numero de embarazadas se encontraba en el
segundo trimestre de gestacion (38.8%), mientras que un 36.7% de gestantes se
encontraban en el tercer trimestre de embarazo (Grafica 1B). La mayor parte de la
poblacion de gestantes vivia en zona urbana (82.2%), mientras que 17.8% vivia en

zona rural (Grafica 1C).
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Grafica 1. Caracteristicas de la poblaciéon de estudio. A) Frecuencia de edad de las
gestantes; las 371 gestantes del estudio fueron agrupadas en tres rangos de edad: de 13
a 23 anos, 24 a 33 afos y 34 a 43 anos. La barra de color negro muestra el rango de
edad en donde se ubicaron la mayoria de las gestantes del estudio. B) Frecuencia de
edad gestacional; el eje X muestra el trimestre de gestacion en el que se encontraban las
gestantes participantes del estudio y el eje Y el porcentaje encontrado. La mayoria de las
gestantes estaban en el segundo trimestre de embarazo (barra gris). C) Localidad de las
gestantes. Las participantes del estudio fueron agrupadas segun su lugar de residencia; la
mayoria de las gestantes del estudio vivian en zona urbana (barra gris).

4.3. DETECCION DE ANTICUERPOS IgG ANTI-TOXOPLASMA POR LA
PRUEBA an-ELISA

Con base en el punto de corte para la prueba an-ELISA IgG anti- Toxoplasma,
(Grafica 2), de las 371 embarazadas captadas en los diferentes municipios donde
se realizé el estudio, fue posible detectar titulos de anticuerpos tipo IgG anti-

Toxoplasma en 255 gestantes, lo que indica una seroprevalencia del 68.7%;
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mientras tanto, 116 gestantes fueron negativas, lo que corresponde al 31.3% de la

poblacion de estudio (Grafica 3).
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Grafica 2. Punto de corte de la prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma. El eje X
representa las muestras analizadas por la prueba an-ELISA IgG anti- Toxoplasma vy el eje
Y representa las absorbancias de cada muestra. La linea roja muestra el punto de corte
(0.178) obtenido después de calibrar el equipo automatizado Elisys Uno.
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Grafica 3. Frecuencia de deteccién de anticuerpos tipo IgG anti-Toxoplasma. Se
visualizan el porcentaje de muestras positivas (barra negra) y de muestras negativas
(barra gris) para anticuerpos 1gG anti- Toxoplasma determinadas por la prueba an-ELISA.
Del total de gestantes captadas en los diferentes municipios, 88 (24%)
presentaron titulos altos de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma (2200 Ul/mL), 167
(45%) fueron positivas (>5.7- <200 Ul/mL), 48 (13%) fueron negativas (<4.2
Ul/mL), y en 68 gestantes (18%) no se detectd produccion de anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma (0.0 Ul/mL) (Grafico 4).
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Grafica 4. Resultados de la prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma en gestantes del
departamento de Sucre. Las 371 muestras fueron clasificadas teniendo en cuenta los
calibradores empleados en la prueba an-ELISA en: positivo alto (barra negra), positivo
(barra gris oscuro), negativo (barra gris claro) y seronegativo (barra blanca).

4.4. DETECCION DE ANTICUERPOS IgM ANTI-TOXOPLASMA GONDII POR

LA PRUEBA cap-ELISA

Con base en el punto de corte (Grafico 5), de las 371 gestantes incluidas en el
estudio, 14 mostraron titulos de anticuerpos tipo IgM anti-Toxoplasma (3.8%) y
357 fueron negativas (96.2%) (Gréfico 6). De acuerdo con esto, la frecuencia de
deteccion de anticuerpos tipo IgM fue de 3.8%. A las muestras de gestantes con
resultados positivos por IgM se le realiz6 un PCR en tiempo real y luego fueron
remitidas a manejo especializado para confirmacién, con el fin de instaurar el

tratamiento.
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Grafica 5. Punto de corte de cap-ELISA IgM anti-Toxoplasma. Las muestras
analizadas por la prueba an-ELISA IgM anti- Toxoplasma se representan en el eje X, con
sus respectivas absorbancias en el eje Y. La linea roja muestra el punto de corte (0.234)
obtenido en la calibracién por el equipo automatizado Elisys Uno.
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Grafica 6. Frecuencia de deteccion de anticuerpos IgM anti-Toxoplasma. Se
representan los porcentajes de muestras negativas (barra negra) y de muestras positivas
(barra gris) para anticuerpos IgM anti- Toxoplasma.

4.5. DETECCION DE ANTICUERPOS IgG ANTI-TOXOPLASMA GONDII

MEDIANTE LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Un panel de 25 sueros fue analizado por la prueba de IFl, que fue realizada en el
Instituto Nacional de Salud (Anexo 4). De las muestras de suero analizadas, 60%

correspondio a muestras positivas y 40% a muestras negativas (Tabla 8).

Muestras Titulos de anticuerpos .
analizadas por IFI obtenidos Resultado | Porcentaje

1 1:2048 Positivo

1 1:1024 Positivo

2 1:512 Positivo 60%

5 1:256 Positivo

6 1:128 Positivo
10 >1:16 Negativo 40%

Tabla 8. Resultados de IFl IgG anti-Toxoplasma. Del total de muestras del estudio, 25
fueron seleccionadas y analizadas por la prueba de IFI, de las cuales 15 (60%) resultaron
positivas para anticuerpos anti- Toxoplasma con titulos de 1:128 hasta 1:2048, y 10 fueron
negativas con titulos menores a 1:16.
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4.6. DETECCION DE ANTICUERPOS IgG ANTI-TOXOPLASMA GONDII POR
rec-ELISA

200 de las 371 muestras procesadas por la prueba an-ELISA fueron divididas en
dos grupos: el grupo 1 (n= 135) de muestras positivas y el grupo 2 (n= 65) de
muestras negativas. Ambos grupos fueron evaluados por la prueba rec-ELISA IgG
anti-Toxoplasma con los antigenos rSAG1, rGRA7 y rROP1de T. gondii. Con base
en los puntos de corte mostrados en la Gréfica 7, de las 135 muestras del grupo 1
solo 128 (94.8%) fueron reactivas para el antigeno rSAG1 y 54 (83%) de las 65
muestras del grupo 2 fueron también negativas para este antigeno (Tabla 9). Al
evaluar el grupo 1 con el antigeno rGRA7 se detectd anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma en 121 muestras (89.6%), mientras que en el grupo 2 solo 47 (72.3%)
de las 65 muestras fueron negativas (Tabla 9). Por otro lado, al examinar el
antigeno rROP1, solo 50 (37%) de las muestras del grupo 1 fueron positivas y 43

(66.1%) del grupo 2 fueron negativas (Tabla 9).

N° sueros positivos | N° sueros negativos
IgG rec-ELISA
Grupo 1 (n=135) Grupo 2 (n=65)
rSAG1 128 (94.8%) 54 (83%)
rGRA7 121 (89.6) 47 (72.3)
rROP1 50 (37%) 43 (66.1%)

Tabla 9. Resultados de la prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma.
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Grafica 7. Evaluacion de los antigenos recombinantes rSAG1, rGRA7 y rROP1
mediante la prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma. A, B y C representan las muestras
(eje X) evaluadas con los antigenos recombinantes (rSAG1, rGRA7 y rROP1,
respectivamente) y sus correspondientes absorbancias (eje Y). Las lineas rojas ilustran
los puntos de corte del rec-ELISA IgG con cada antigeno recombinante; cada punto de
corte corresponde a la media mas dos veces la desviacién estandar de las absorbancias
obtenidas con 15 sueros de pacientes sanos.
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4.7. DETECCION DE ANTICUERPOS IgM ANTI-TOXOPLASMA GONDII POR
rec-ELISA

De las 371 muestras evaluadas por la prueba cap-ELISA IgM anti- Toxoplasma,
200 de estas fueron clasificadas en dos grupos: un grupo de muestras positivas
(grupo 1; n= 14) y un grupo de muestras negativas (grupo 2; n= 186), que luego
fueron analizadas por la técnica rec-ELISA IgM anti-Toxoplasma al emplear los
antigenos rSAG1, rGRA7 y rROP1. Con base en los puntos de corte
representados en la Grafica 8, de las 14 muestras pertenecientes al grupo 1, 5
fueron reactivas contra el antigeno rSAG1 (35.7%), 13 contra el antigeno rGRA7
(92.8%) y 12 frente al antigeno rROP1 (85.7%). Por otro lado, para el grupo 2
fueron igualmente negativas 141 muestras (75.8%) para el antigeno rSAG1, 167
muestras (89.8%) para el antigeno rGRA7 y 163 (87.6%) para el antigeno rROP1
(Tabla 10).

N° sueros positivos | N° sueros negativos
IgM rec-ELISA
Grupo 1 (n=14) Grupo 2 (n= 186)
rSAG1 5 (35.7 %) 141 (75.8 %)
rGRA7 13 (92.8 %)/ 167 (89.8)
rROP1 12 (85.7 %) 163 (87.6 %)

Tabla 10. Resultados de la prueba rec-ELISA IgM.
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4.8. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS
PRUEBAS an-ELISA IgG ANTI-TOXOPLASMA, rec-ELISA IgG Y rec-ELISA
IgM CON LOS ANTIGENOS rSAG1, rGRA7 Y rROP1

4.8.1. Determinacién de la Sensibilidad y Especificidad de la Prueba an-
ELISA IgG

Para determinar la sensibilidad y la especificidad de la técnica an-ELISA IgG frente
a los resultados encontrados por la prueba de IFl, se tomé como muestra 25
sueros que incluian 15 positivos y 10 negativos por la técnica IFI. Al evaluar las 15
muestras positivas por la prueba an-ELISA 1gG, 14 fueron positivas y una fue falsa
negativa (tabla 11), indicando una sensibilidad de 93.33 % para esta prueba en
comparacion a IF| (tabla 12).

IFI IgG
an-ELISA IgG — - TOTAL
Positivo (15) Negativo (10)
Positivo 14 3 17
Negativo 1 7 8
TOTAL 15 10 25

Tabla 11. Resultados encontrados por la prueba an-ELISA.

De las muestras negativas por la prueba IFl, 7 fueron negativas y 3 fueron falsas
positivas (Tabla 11) cuando se evaluaron por an-ELISA IgG, indicando una
especificidad de 70% frente a la técnica de referencia (Tabla 12). Al comparar los

resultados del an-ELISA 1gG anti- Toxoplasma.

an-ELISA IgG Porcentaje (%)
Sensibilidad 93.3
Especificidad 70.0
Valor predictivo (+) 82.4
Valor predictivo (-) 87.5

Tabla 12. Sensibilidad y especificidad de la prueba an-ELISA IgG.
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Grafica 8. Evaluacion de los antigenos recombinantes rSAG1, rGRA7 y rROP1
mediante la prueba rec-ELISA IgM anti-Toxoplasma. El eje X ilustra las muestras
analizadas mediante rec-ELISA IgM con los antigenos rSAG1 (A), rtGRA7 (B) y rROP1 (C)
y sus respectivas absorbancias (eje Y). La linea roja muestra el punto de corte que
corresponde a la media mas tres veces la desviacion estandar de las absorbancias
obtenidas con 15 sueros de pacientes sanos.
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4.8.2. Determinacion de la Sensibilidad y Especificidad de la Prueba rec-
ELISA IgG Empleando los Antigenos rSAG1, rGRA7 y rROP1

La sensibilidad y la especificidad de la técnica rec-ELISA 1gG anti- Toxoplasma con
los antigenos rSAG1, rGRA7 y rROP1 se determin6 de la misma manera que el
an-ELISA, al comparar los resultados de la prueba rec-ELISA IgG frente a los
resultados encontrados de la prueba IFl. De las muestras positivas por IFl, 14
fueron positivas y una fue falsa negativa cuando se utilizé la prueba rec-ELISA 1gG
empleando el antigeno rSAG1.Cuando se utilizé el antigeno rGRA7, 13 muestras
fueron positivas y dos fueron falsas negativas. Por otro lado, cuando se evaluaron
las muestras con el antigeno recombinante rROP1, solo cinco muestras fueron
reactivas y 10 resultaron falsas negativas con respecto a la técnica de referencia
(Tabla 13). Lo anterior indica una sensibilidad del 93.33% para la prueba rec-
ELISA 1gG al emplear el antigeno rSAG1, de 86.7% con el antigeno rGRA7 y
33.3% con el antigeno rROP1 (Tabla 14).

IFl IgG
rec-ELISA lgG Positivo (n= 15) Negativo (n=10) Total

Positivo 14 1 15

rSAG1 Negativo 1 9 10
Total 15 10 25

Positivo 13 2 15

rGRA7 Negativo 2 8 10
Total 15 10 25

Positivo 5 5 10

rROP1 Negativo 10 5 15
Total 15 10 25

Tabla 13. Resultados prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma frente a la prueba de
referencia (IFI).

Por otra parte, al evaluar las 10 muestras negativas por IFl por la prueba rec-
ELISA con el antigeno rSAG1, nueve fueron negativas y una fue falsa positiva,
mientras que ocho fueron positivas y dos falsas positivas con el antigeno rGRA7 y
se encontraron cinco negativas y cinco falsas positivas con el antigeno rROP1

(Tabla 13). En comparacion a la prueba de referencia (IFl), la prueba rec-ELISA
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IgG con el antigeno rSAG1 frente presenta una especificidad de 90%, siendo los
valores predictivo positivo y negativo de 93.3% y 90%, respectivamente.
Entretanto, la especificidad de la prueba rec-ELISA I1gG con el antigeno rGRA7 fue
de 80%, con valores predictivo positivo y negativo de 86.7% y 80%. De otro lado,
la especificidad de la prueba rec-ELISA 1gG fue de 50% con el antigeno rROP1,
con valores predictivo positivo y negativo de 50% y 33%, respectivamente (Tabla

14).

Antigenos Sensibilidad | Especificidad | Valor Predictivo | Valor Predictivo
Recombinantes (%) (%) Positivo (%) Negativo (%)
rSAG1 93.3 90 93.3 90
rGRA7 86.7 80 86.7 80
rROP1 33.3 50 50 33.3

Tabla 14. Sensibilidad y especificidad de la prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma.

4.8.3. Determinaciéon de la Sensibilidad y Especificidad de la Prueba rec-
ELISA IgM Empleando los Antigenos Recombinantes rSAG1, rGRA7 y rROP1

Para determinar la sensibilidad y la especificidad de la prueba rec-ELISA IgM, 200
muestras fueron evaluadas por la prueba cap-ELISA IgM, de las cuales14 fueron
positivas y 186 negativas. De las muestras positivas por la prueba IgM de captura,
5 fueron positivas y 9 fueron falsas negativas por la prueba rec-ELISA IgM
empleando rSAG1, mientras que 13 fueron positivas y una fue falsa negativa
cuando se uso rGRA7; en cambio, 12 muestras fueron positivas y 2 falsas
negativas cuando se utilizé rROP1 (Tabla 15). Esto indica una sensibilidad de
35.7% para la prueba rec-ELISA IgM utilizando el antigeno rSAG1, 92.9% con
rGRA7 y 85.7% cuando se usé rROP1 (Tabla 16).
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cap-ELISA IgM
rec-ELISA IgM Total
Positivo (14) Negativo (186)

Positivo 5 45 50

rSAG1 Negativo 9 141 150
Total 14 186 200

Positivo 13 19 32

rGRA7 Negativo 1 167 10
Total 14 186 200

Positivo 12 23 35

rROP1 Negativo 2 163 165
Total 14 186 200

Tabla 15. Resultados encontrados por la prueba rec-ELISA IgM anti-Toxoplasma
frente a la prueba cap-ELISA IgM.

Por otra parte, de las muestras negativas por cap-ELISA IgM, 141 fueron
negativas y 45 falsas positivas por la prueba rec-ELISA IgM empleando el
antigeno rSAG1, 167 fueron negativas y 19 falsas positivas al emplear el antigeno
rGRA7, mientras que con el antigeno rROP1 163 fueron negativas y 23 falsas
positivas (Tabla 15). Lo anterior indica que la especificidad de la prueba rec-ELISA
IgM para el antigeno rSAG1 fue de 75.8% con valores predictivo positivo y
negativo de 10% y 94% respectivamente; la especificidad para el antigeno rGRA7
fue de 89.8% con valores predictivo positivo y negativo de 40.6% y 99.4%;
mientras que para el antigeno rROP1 la especificidad fue de 87.6% con valores

predictivo positivo y negativo de 34.3% y 98.8% respectivamente (Tabla 16).

Antigenos | Sensibilidad Valor Valor
Recombinantes (%) Especificidad (%) Predictivo Predictivo
0 Positivo (%) | Negativo (%)
rSAG1 35.7 75.8 10 94
rGRA7 92.9 89.8 40.6 994
rROP1 85.7 87.6 34.3 98.8

Tabla 16. Sensibilidad y especificidad de la prueba rec-ELISA IgM anti-Toxoplasma.
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4.9. ANALISIS DE CONCORDANCIA PARA LAS PRUEBAS an-ELISA IgG,
rec-ELISA IgG Y rec-ELISA IgM ANTI-TOXOPLASMA FRENTE A LA PRUEBA
DE IFI

4.9.1. Analisis de Kappa de Cohen para las Pruebas an-ELISA IgG y rec-
ELISA IgG Frente a la Técnica IFI

El analisis de concordancia de los resultados encontrados por la prueba an-ELISA
IgG frente a la prueba IFI mediante el indice de Kappa (k) resulté en un valor de
0.65, que equivale a un grado de concordancia bueno segun la escala de valores
para este indice. Por otro lado, el valor de k encontrado entre la prueba rec-ELISA
IgG empleando el antigeno recombinante rSAG1 y la prueba de referencia (IFI) fue
de 0.83 (C 95% p<0.005), indicando un grado de acuerdo excelente. En tanto,
para el antigeno rGRAY el valor de k fue 0.66 (C 95% p<0.005), lo que demuestra
un grado de acuerdo bueno. Sin embargo, para el antigeno rROP1 el valor de k
fue de -0.15 (C 95% p<0.005), lo que indica un grado de acuerdo deficiente (Tabla
17).

Prueba Kk(C 95% p<0.005) Interpretacion
an-ELISA IgG 0.65 Bueno
rec-ELISA IgG (rSAG1) 0.83 Excelente
rec-ELISA IgG (rGRA7) 0.66 Bueno
rec-ELISA IgG (rROP1) -0.15 Deficiente

Tabla 17. Resultados del indice de Kappa (k) de las pruebas an-ELISA IgG y la
prueba rec-ELISA IgG. La prueba con el mayor grado de concordancia fue la rec-ELISA
IgG con el antigeno rSAG1, con un grado de acuerdo excelente (0.83); le siguen con
grado de acuerdo bueno la prueba rec-ELISA IgG con el antigeno rGRA7 y an-ELISA IgG
(0.66 y 0.65 respectivamente).
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4.9.2. Analisis de Kappa de Cohen para la Pruebas rec-ELISA IgM Frente a la
Técnica cap-ELISA IgM

El analisis de concordancia de los resultados encontrados por la prueba rec-ELISA
IgM utilizando el antigeno rSAG1 frente la prueba cap-ELISA IgM produjo un valor
de k de 0.036, que corresponde a un grado de acuerdo deficiente (p>0.005) en la
escala de valores para este indice. Cuando se comparé la prueba rec-ELISA con
el antigeno rGRA7 y la prueba de referencia, el valor de k fue de 0.548, lo que
denota un grado de acuerdo aceptable. Por otra parte, cuando se evaluo la prueba
rec-ELISA con el antigeno rROP1 se encontré6 un valor de k de 0.41, que

corresponde también a un grado de acuerdo aceptable (Tabla 18).

Prueba K(C 95% p<0.005) Interpretacion
rec-ELISA IgM (rSAG1) 0.036 Deficiente
rec-ELISA IgM (rGRA7) 0.548 Aceptable
rec-ELISA IgM (rROP1) 0.41 Aceptable

Tabla 18. Resultados del indice de Kappa (k) de la prueba rec-ELISA IgM.

4.10. PRUEBA ELISA IgG E IgM ANTI-TOXOPLASMA Y FACTORES DE
RIESGO

De las 371 gestantes incluidas en el estudio, 255 resultaron positivas para
anticuerpos tipo IgG anti-Toxoplasma mediante la prueba an-ELISA. Del total de
gestantes, 76% manifestaron no haber presentado abortos previos a la gestacion;
sin embargo, 24% presentaron abortos (Grafica 9A). Un alto porcentaje de las
gestantes del estudio manifestaron no tener gatos, ni convivir con ellos en sus
viviendas (80.6%), mientras que el 55% si tuvieron contacto con estos (Grafica
9B).

El 50.7% de las gestantes del estudio manifesté comer varias carnes en su dieta,
principalmente carne de res (24%) (Grafica 9C). El 55% de las gestantes tuvieron
contacto con animales domésticos, principalmente con perros (27.2%) (Grafica
9D).

82



En cuanto a las condiciones de la vivienda, un alto porcentaje (69.3%) de las
gestantes del estudio manifestaron residir en casas de ladrillo y cemento, mientras
que 30.7% residian en viviendas artesanales. Ademas, 49.1% de las gestantes
residian en viviendas con piso de cemento mientras que 37.2% en viviendas con

piso de tierra (Grafica 9E).

Se observdo ademas que el mayor porcentaje de las gestantes del estudio
consumian agua directamente del grifo (56.6%), y un porcentaje menor de

gestantes (22.1%) consumia agua hervida (Grafica 9F).

A partir de la comparacién por X?de las proporciones de cada una de las variables
y los resultados de la prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma, se encontré que los
resultados positivos para anticuerpos tipo IgG anti-Toxoplasma mostraron una
asociacion significativa (X?= 6.26; p= 0.0437) con el tipo de piso de la vivienda,
especialmente con las viviendas con piso de tierra (X?= 6.26; p= 0.0437) (Anexo
6). En contraste, no se encontré asociacion significativa entre las variables
presencia de gatos y positividad para anticuerpos tipo IgG anti- Toxoplasma (X2=
0.18; p= 0.66). Tampoco se encontré asociacion significativa entre los habitos
alimenticios (consumo de carnes) (X?= 7.33; p= 0.197) y el consumo de agua sin
tratar (X2= 3.30; p= 0.50) con la presencia de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma
(Anexo 6). Asimismo, no se encontro relacion entre la edad y la edad gestacional

con la positividad para anticuerpos tipo IgG anti- Toxoplasma (Anexo 7).
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Grafica 9. Factores asociados con la presencia de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma
en gestantes del departamento de Sucre. A) Frecuencia de abortos en las gestantes. B)
Presencia de gatos. C) Consumo de carne en las gestantes. D) Contacto con animales
domésticos. E) Frecuencia del material de la vivienda. F) Consumo de Agua en las
gestantes.
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De otro lado, de las 14 gestantes positivas para anticuerpos tipo IgM anti-
Toxoplasma, 10 fueron positivas altas por IgG, 10 gestantes tenian una edad entre
13 y 23 anos, mientras que cuatro gestantes estaban entre los 24 y 33 afios.
Segun su periodo de gestacion, seis estaban en el segundo trimestre, cinco en el
tercer trimestre y tres en el primer trimestre (Anexo 8). Al comparar por X? los
resultados obtenidos por la prueba IgM anti- Toxoplasma con las proporciones de
las variables analizadas, no fue posible establecer relacion estadisticamente
significativa entre los resultados positivos para anticuerpos tipo IgM anti-
Toxoplasma y el contacto con gatos, la fuente de agua para el consumo o el

material del piso de vivienda, entre otras variables (Anexo 8).
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5. DISCUSION

En este estudio se encontrdé una alta seroprevalencia (68.7%) de anticuerpos tipo
IgG anti-Toxoplasma en gestantes del departamento de Sucre, lo que demuestra
que las gestantes participantes del estudio tuvieron contacto con el parasito en
algun momento de su vida. Estos datos son similares a los reportados en otro
estudio realizado en la capital del departamento de Sucre, donde se encontr6é una
seroprevalencia de 56% al emplear la prueba ELFA IgG anti-Toxoplasma
(Machado et al., 2004), y en otro estudio en la ciudad de Valledupar en el cual se
empled la prueba IFl se reportdé una seroprevalencia de 58% (Jacome, 2007).
Estos resultados corroboran los reportados por el Instituto Nacional de Salud en
donde la seroprevalencia mas alta fue encontrada en la Costa Atlantica (56.8%-
73%) (Juliao et al., 1983).

Por otro lado, estudios de toxoplasmosis en gestantes realizados en otras
ciudades de Colombia reportan altas tasas de seroprevalencia. En Yopal se
encontré una seroprevalencia de 77% y en Villavicencio de 52.5%, ambas
mediante la prueba IFI (Castro et al., 2008). En Quindio la seroprevalencia en
gestantes fue de 60% a 63% al utilizar las pruebas IFl y ELISA IgG (Gomez,
2002). Entretanto, en un estudio realizado en Bogota se encontré seroprevalencia
de 47% al emplear la técnica de IFI IgG (Barrera et al., 2002) mientras que en la
ciudad de Cali se reportdé una seroprevalencia de 46.2% al emplear la prueba
ELISA IgG (Rosso et al., 2006).

Diferentes reportes en las regiones de Colombia muestran que mas de la mitad de
las mujeres en gestacion (50% al 60%) tienen anticuerpos anti- Toxoplasma, 1o que
indica una alta exposicion y circulacion del parasito en nuestro pais (Gémez, Ruiz,
Silva, Cortés, & Beltran, 2007).

La alta seroprevalencia de anticuerpos tipo IgG en el departamento de Sucre, asi
como en algunas regiones de Colombia y el mundo, esta relacionada
principalmente con algunos factores como el clima y la altitud sobre el nivel del

mar. Ciertas condiciones climaticas favorecen la supervivencia de T. gondii en el
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medio, ya que los ooquistes del parasito son capaces de sobrevivir en suelo
humedo y caliente; ademas pueden soportar la exposicion a desecado y
temperaturas ambientales altas constantes hasta por 18 meses (Saravia, 2004), lo
que podria explicar la alta prevalencia de la enfermedad en zonas de climas
templados y tropicales como los de nuestro pais. Por tanto, se considera que los
ooquistes y la supervivencia de estos son una pieza clave en la cadena
epidemioldgica de T. gondii; asi mismo son considerados un determinante en la
distribucion y conservacion de la infeccidén en la naturaleza (Atias, 1997) (J. Dubey
& Lappin, 2000).

Referente a la altitud, varios estudios han demostrado que existe una relacion
entre las tasas de seroprevalencia y la altitud sobre el nivel del mar del lugar
estudiado. Por ejemplo, aunque en Colombia la seroprevalencia de la
toxoplasmosis de la poblacion general es de 47%, las tasas mas altas se reportan
en regiones con menor elevacion sobre el nivel del mar como es la costa atlantica
(56.8%-73%) y los llanos orientales (57.7%-66.2%), mientras que seroprevalencias
mas bajas se reportan en la regién pacifica (33%-37.6%) y region central (31.6%-
41.7%) (Juliao et al., 1983).

Adicionalmente, la infeccion por T. gondii es considerada una parasitosis de
distribucion mundial, reportandose mayores seroprevalencias en zonas de climas
céalidos, humedos o tropicales y menores prevalencias en zonas aridas y frias del
mundo (Saravia, 2004). Es asi que las seroprevalencias registradas van de 10.9%
a 58.5% en Europa, 16% a 40% en Norte América, 35% a 76% en Centro
América, 29.7% a 72% en Sur América, 21.9% a 58% en Asiay 11% a 77.1% en
Africa (Kesenthri, 2009).

Ademas, aparte de los factores ambientales existen otros que influyen en la
seroprevalencia e incidencia de la infeccion por Toxoplasma, como lo son factores
socio-culturales, habitos alimenticios y condiciones higiénico sanitarias (Petersen,
2007).
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Por otro lado, la frecuencia de deteccion de anticuerpos tipo IgM anti-T. gondii
encontrada en esta investigacion fue de 3.8%, similar a la reportada en otros
estudios realizados en diferentes regiones en donde las frecuencias de IgM anti-T.
gondii en el embarazo van de 0.6% a 3% (Barrera et al., 2002) (Gémez et al.,
2007). También se ha encontrado que los resultados positivos por IgM anti-T.
gondii estan presentes en aproximadamente el 4% a 5% de la poblacién
colombiana de mujeres gestantes (Gémez et al., 2007). Estudios realizados en
Peru por Reategui y colaboradores en el 2009 reportaron una frecuencia de
deteccion de anticuerpos IgM anti-T. gondii de 3.1% en 355 gestantes estudiadas

(Reategui & Vela, 2011), similar a la frecuencia encontrada por esta investigacion.

La alta frecuencia de anticuerpos IgM encontrada en este y otros estudios a nivel
nacional puede estar relacionada con la duracion de los titulos de anticuerpos IgM
anti-Toxoplasma en un paciente, debido a que estos pueden permanecer
detectables durante varios meses e incluso afios después de producida la
infeccion primaria (Montoya, 2002). Por tal motivo, para determinar la incidencia
de la infeccién por T. gondii es necesario la puesta en practica de otros métodos
(prueba de avidez, PCR) que permitan estimar los casos clinicos de la
enfermedad, puesto que la seropositividad de la IgM anti-Toxoplasma no se puede
tomar por si sola como un indicador de infeccion reciente. En consecuencia, el
papel principal de la IgM anti-Toxoplasma radica en que su ausencia descarta la
infeccidon reciente, pero su presencia por el contrario, implica la necesidad de

determinar el estado de infeccién por el parasito (Sierra et al., 1998).

Para evaluar los antigenos rSAG1, rGRA7 y rROP1 en la deteccion de anticuerpos
IgG e IgM se conformaron dos grupos de muestras de sueros para el analisis de
cada inmunoglobulina. Para el analisis de anticuerpos IgG, el grupo 1 estuvo
formado por 135 muestras positivas y el grupo 2 por 65 muestras negativas,
mientras que para la deteccion de anticuerpos IgM los grupos estuvieron
conformados por 14 muestras positivas (grupo 1) y 186 muestras negativas (grupo
2). Los antigenos rSAG1 y rGRA7 mostraron una alta reactividad en la deteccién

de anticuerpos tipo IgG anti-Toxoplasma en el grupo de muestras de sueros
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positivos, con una sensibilidad de 94.8% y 89.6% respectivamente, mientras que
el antigeno rROP1 reaccion6 solo con 37% de las muestras positivas. Por otro
lado, los antigenos que mostraron mayor reactividad con anticuerpos IgM fueron
los antigenos rGRA7 (92.8%) y rROP1 (85.7%), y con una menor reactividad el
antigeno rSAG1 (35.7%).

Los datos anteriores evidencian la elevada capacidad de deteccion del antigeno
rSAG1 por anticuerpos tipo IgG anti-Toxoplasma, lo que demuestra su utilidad
como marcador en el diagnostico de toxoplasmosis cronica. Esto puede obedecer
entre otras razones a que SAG1 es un antigeno especifico del estado de
taquizoito, es conservado en la mayoria de los aislados de T. gondii, es el
antigeno mas abundante en la superficie del parasito y es el primer componente
de contacto con la célula huésped (Liu et al., 2006; Selseleh, Keshavarz,
Mohebali, Shojaee, Modarressi, et al., 2012), ademas de considerarse como el
antigeno mas inmunogenético. Varios estudios en humanos han demostrado la
reactividad de este antigeno con marcadores serolégicos especificos de infeccion
cronica (Harning, Spenter, Metsis, Vuust, & Petersen, 1996; Kotresha & Noordin,
2010).

Asimismo, el antigeno rGRA7 mostré una destacada deteccion de anticuerpos tipo
IgG e IgM anti-Toxoplasma, lo que indica que GRA7 es un buen marcador tanto
para la deteccidon de anticuerpos tanto en fase aguda como crénica. Esto puede
obedecer a que GRA7 es secretado por el taquizoito y el bradizoito y constituye el
mayor componente en la vacuola que rodea al primero y hace parte de la pared
del quiste que rodea al segundo, lo que podria explicar por qué rGRA7 puede
reaccionar con sueros de pacientes tanto en fase aguda como crénica (Selseleh,

Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Eshragian, et al., 2012).

De otro lado, el antigeno rROP1 solo reaccioné ampliamente con el grupo de
sueros positivos para anticuerpos IgM anti-Toxoplasma. La deteccion de
anticuerpos de fase aguda utilizando rROP1 podria relacionarse al papel de la

proteina nativa en etapas tempranas de la infeccion, cuando interviene en la

89



formacion de la vacuola parasitéfora durante el proceso de invasion del parasito a

la célula huésped (Dlugonska, 2008).

La prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma empleada en este estudio tuvo una
sensibilidad de 93.3% y una especificidad de 70%, similar a las reportadas en
investigaciones previas. Uchoa et al, encontré una sensibilidad de 96.7% y una
especificidad de 75% (Uchoa et al., 1999) mientras que Santa cruz et al., reportd
una sensibilidad de 75% y una especificidad de 84% (Santa Cruz Rodriguez,

Figueroa Vaca, Condori, & Rioan, 2007).

El indice de concordancia existente entre la prueba an-ELISA IgG y la prueba IFI
IgG anti-Toxoplasma corresponde a un grado de acuerdo bueno (0.65) con
respecto a la escala de valores para K. Estudios previos reportan un grado de
acuerdo excelente (0.91) (Cortés & Mancera, 2009), mientras que Uchoa vy
colaboradores reportan un grado de acuerdo aceptable entre estas dos técnicas
(0.55) (Uchoa et al., 1999). Entretanto, otro estudio que se realizé con una variante
de la técnica ELISA (Dot-ELISA) reporta un grado de acuerdo excelente (0.90)
(Mehrabani, Malekpour, Zahedi, Dehghani, & Tondro, 2012). Sin embargo, existen
pocos reportes sobre el indice de concordancia para estas pruebas en humanos
puesto que la mayoria de los estudios realizados han sido en el campo de la
veterinaria y utilizando diferentes técnicas. En este sentido se ha reportado un
grado de acuerdo de 0.69 al comparar las pruebas IFl y ELISA (Silva, Cabral,
Bernardina, Souza, & Mineo, 1997) en muestras de perros, mientras que se
reportan indices de 0.46 (Germani & Pacheco, 2002) y 0.69 (Ishizuka, D Angalino,
& Souza, 1986) en muestras de cerdos, 0.24 en borregos (Huerta, Chavez, Casas,
Falcon, & Raymundo, 2006) y 0.73 en gatos (Cerro, Chavez, Casas, Suarez, &
Rubio, 2009) cuando se compara la prueba IFl y la prueba de hemaglutinacion

indirecta.

Las diferencias en los indices de concordancia entre las prueba an-ELISA IgG e

IFI IgG anti-Toxoplasma en sueros humanos pueden estar relacionadas con los

diferentes antigenos que emplean los distintos estuches comerciales de ELISA

con respecto a la prueba de referencia. Por ejemplo, para utilizar parasitos
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sonicados como antigenos, estos son producidos en fluido peritoneales de ratones
infectados y luego cultivados, por lo que tales antigenos podrian contener residuos
de los medios de cultivo, proteinas y otras macromoléculas que potencialmente
pueden influir en los resultados de la prueba en la forma de falsos positivos y
falsos negativos (Beghetto et al., 2006; Dai et al., 2012). Esto finalmente se refleja
en la reducida sensibilidad y especificidad de los ensayos y puede interferir en la
interpretacion y manejo adecuado de los casos de infeccion (Hassl, Muller, &
Aspock, 1991; Remington et al., 2004). Ello podria también explicar las diferencias
observadas entre el numero de muestras positivas y negativas detectadas por las
pruebas an-ELISA IgG y la prueba IFI IgG anti-Toxoplasma en este estudio, y la
presencia de varios falsos positivos y falsos negativos cuando se emplearon
taquizoitos sonicados como antigenos en las pruebas seroldgicas. No obstante,
los valores de sensibilidad y especificidad de esta prueba junto con los resultados
del analisis de K (grado de acuerdo bueno), permiten validar el empleo de la
técnica an-ELISA IgG anti-Toxoplasma en el diagndstico serolégico de la
toxoplasmosis como prueba de rutina o como prueba para el tamizaje de la
toxoplasmosis congénita, especialmente cuando no se cuenta con las
instalaciones necesarias para la realizacion de la prueba IFI IgG, la cual es
considerada una prueba de referencia por su alta sensibilidad y especificidad
(Cortés & Mancera, 2009).

En este estudio se evalud la utilidad del diagndstico de la prueba rec-ELISA IgG e
IgM empleando tres antigenos recombinantes rSAG1, rGRA7 y rROP1 en el
diagnodstico de la toxoplasmosis congénita en dos grupos de sueros (positivos y
negativos). Para ello, se calculé la sensibilidad y especificidad de esta prueba con
cada uno de los antigenos al correlacionar los resultados con la prueba de IFl e

IgM de captura respectivamente.

La sensibilidad de la prueba rec-ELISA IgG anti-Toxoplasma al emplear el
antigeno rSAG1 fue de 93.3% y su especificidad de 90%; al comparar estos
resultados con el an-ELISA, la sensibilidad fue igual para ambas pruebas pero la

especificidad fue mayor para la prueba rec-ELISA utilizando el antigeno rSAG1.
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Estos resultados son similares a los reportados por Selseleh et al., en los que se
encontré una sensibilidad de 93% y una especificidad de 95% en gestantes con
infeccion cronica (Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Modarressi, et al.,
2012). Otros estudios realizados reportaron una sensibilidad de 88.4% y una
especificidad de 88% para la prueba rec-ELISA IgG, comparado con los resultados
que se obtuvieron al emplear un kit de ELISA comercial (Jalallou et al., 2010),
mientras Aubert et al., reportaron una sensibilidad de 83% al emplear este

antigeno en pacientes con infeccion cronica (Aubert et al., 2000).

Por otro lado, la sensibilidad y la especificidad de la prueba rec-ELISA IgM de
captura empleando el mismo antigeno fue de 35.7% y 75.8% respectivamente;
estos resultados son similares a los reportados en otro estudio en el que se
encontré una sensibilidad de 33.3% en pacientes en fase aguda (Kotresha &
Noordin, 2010). Sin embargo, otros autores reportan sensibilidades menores a la
encontrada en esta investigacion; Pfrepper y colaboradores, reportaron una
sensibilidad de 7.4% en la deteccion de anticuerpos tipo IgM anti- Toxoplasma
(Pfrepper et al., 2005).

El antigeno SAG1 es una de las proteinas mayoritarias de superficie del parasito
en el estadio de taquizoito y es conservado en la totalidad de las cepas de T.
gondii; ademas, es considerado el principal blanco de la respuesta inmune del
hospedero y reacciona con la mayoria de los anticuerpos, principalmente IgG e
IgM (Kotresha & Noordin, 2010). Los preparados antigénicos de SAG1 producidos
en sistemas recombinantes y clonados en E. coli y levadura han demostrado
estimular la respuesta inmune humoral y celular del huésped, proporcionando
proteccion contra la infeccion por T. gondii (Wang & Yin, 2014); estas
caracteristicas de antigenicidad e inmunogenicidad han hecho de este antigeno un
buen candidato para el serodiagnéstico. En tal sentido, varios estudios realizados
con el antigeno SAG1 han demostrado su reactividad con anticuerpos en la fase
aguda de la infeccion, mientras que en otros estudios la reactividad no fue
observada en infeccion aguda sino en infeccion cronica (Kotresha & Noordin,

2010). En el presente trabajo se determiné que la deteccion de anticuerpos tipo
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IgG anti-Toxoplasma contra el antigeno rSAG1 fue mayor en el grupo de
gestantes con infeccidn cronica, mientras que la deteccion de anticuerpos tipo IgM
en muestras con posible infeccion aguda fue menor. La alta reactividad de
anticuerpos 1gG anti-Toxoplasma contra rSAG1 en el grupo de sueros con
infeccion previa, puede estar relacionada con el papel que cumplen algunos
epitopes del antigeno SAG1 en la respuesta inmune humoral del huésped humano
en la toxoplasmosis cronica (Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Modarressi,
et al., 2012). Ademas, la fuerza de union entre el antigeno y el anticuerpo tipo IgG
en infecciones cronicas es mas alta que la unidn entre el antigeno y los
anticuerpos de fase aguda. Por otra parte, la baja reactividad de rSAG1 con
anticuerpos IgM anti-Toxoplasma encontrada en el presente estudio, al igual que
en otros reportes, podria obedecer a variantes en la composicion de los epitopes
del antigeno, ya que la reconstitucion de epitopes es dependiente de la expresion
del vector y de la purificacion de la proteina (Pfrepper et al., 2005). Debido a que
SAG1 es un antigeno altamente conformacional y a que con frecuencia la
expresion en sistemas como E. coli resulta en una forma insoluble, podria perder
su inmunorreactividad debido a un plegado incorrecto (Burg, Perelman, Kasper,
Ware, & Boothrovd, 1988) y podria afectar la unién de las formas multimericas de
IgM.

Por otro lado la sensibilidad y especificidad de la prueba rec-ELISA IgG al emplear
el antigeno rGRA7 fue de 86.7% y de 80% respectivamente. Al comparar los
resultados con la técnica an-ELISA, la especificidad fue mayor al emplear el
antigeno rGRA7, pero su sensibilidad fue menor. Estos datos son similares a los
reportados en estudios previos en los cuales se encontré una sensibilidad de
86.3% (Nigro et al., 2003), 89% (Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee,
Eshragian, et al., 2012) y de 81% (D. Jacobs, Vercammen, & Saman, 1999).
Entretanto, la especificidad vari6 con respecto a otros estudios; por ejemplo,
Selseleh et al., reportaron una especificidad de 90% al emplear la prueba ELISA
IgG (Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Eshragian, et al., 2012), mientras
que al emplear como prueba diagnostica el inmunobloting en gestantes con

infeccion cronica se encontréo una especificidad igual a 80% (Kotresha et al.,
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2012). No obstante, la sensibilidad (92.9%) y la especificidad (89.8%) de la prueba
ELISA IgM empleando rGRA7 fue mayor con respecto al ELISA IgG anti-
Toxoplasma. Investigaciones previas reportan datos similares a los encontrados
en el presente estudio; en una de ellas realizada en 2012 se reporta una
sensibilidad de 96% y una especificidad de 90% (Selseleh, Keshavarz, Mohebali,
Shojaee, Eshragian, et al.,, 2012), mientras que otras reportan una sensibilidad
menor de 88% (Araujo & Ferreira, 2011) y 68.9% (Kotresha & Noordin, 2010).

En el presente estudio rGRA7 presentd una fuerte reactividad contra anticuerpos
tipo IgM anti-Toxoplasma, lo que indica su potencial como marcador de infeccion
aguda. La proteina GRA7 constituye una parte importante de los antigenos que
circulan en el torrente sanguineo durante las primeras horas después de la
infeccion (Alexander, Mital , Ward , Bradley, & JC., 2005); esto obedece a que las
proteinas de los granulos densos cumplen un papel importante en la invasion
celular, al estar involucradas en el mantenimiento de la vacuola parasitofora y en
la supervivencia del parasito en la célula huésped (Mercier, Adjogble, Daubener, &
Delauw, 2005). Por lo anterior es probable que la elevada respuesta de
anticuerpos expresada contra el antigeno rGRA7 esté asociada con el
reconocimiento de GRA7 por el sistema inmunoldgico durante las etapas
tempranas de invasion (Fischer H., Stachelhaus, Sahm, Meyer, & Reichmann,
1998). Adicionalmente, se ha documentado que estos antigeno producen fuertes
respuestas de células B y células T (Filisetti & Candolfi, 2004), probablemente
porque algunos epitopes en GRA7 juegan un papel importante en la respuesta de
anticuerpos del huésped humano durante la toxoplasmosis aguda (Selseleh,
Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Eshragian, et al., 2012). Por otra parte, aunque la
prueba rec-ELISA empleando el antigeno rGRA7 presenté una mayor sensibilidad
y especificidad en la deteccidon de anticuerpos tipo IgM anti-Toxoplasma, la
reactividad con anticuerpos tipo IgG también fue significativa. Esto puede deberse
a que GRAY7, ademas de ser el mayor componente de la vacuola parasitéfora que
rodea al taquizoito y a secretarse en este estadio, también hace parte de la pared
alrededor del quiste (Carruthers & Sibley, 1997); ademas, es secretado en

bradizoitos por la ruptura constante de los quistes tisulares que permanecen en
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pacientes con infecciones cronicas, lo que hace que la respuesta de anticuerpos
IgG contra GRA7 sea alta (Selseleh, Keshavarz, Mohebali, Shojaee, Eshragian, et
al., 2012).

La sensibilidad y la especificidad de la prueba rec-ELISA empleando el antigeno
recombinante rROP1 fue de 33.3% y 50%, respectivamente, en el grupo de sueros
positivos para anticuerpos tipo IgG anti- Toxoplasma, menor en comparacion con la
prueba an-ELISA IgG. Datos previos reportan sensibilidades menores de 15.5%
(Holec-Gasior, 2013) y 21.9% (Aubert et al., 2000) para la prueba rec-ELISA IgG
empleando este antigeno. Otros estudios en los cuales se empled la prueba de
avidez IgG se encontr6 sensibilidades de 25% (Holec-Gasior, Drapala,
Lautenbach, & Kuri, 2010) y 38% (Pfrepper et al., 2005) en pacientes con infeccion

previa.

Por otro lado, al evaluar el antigeno rROP1 en la deteccién de anticuerpos IgM
anti-Toxoplasma con la prueba ELISA, se encontr6 una sensibilidad vy
especificidad de 85.7% y 87.6%, respectivamente. En estudios previos se halld
una sensibilidad de 70.9% en pacientes con seroconversion reciente, y de 57.6%
en pacientes con sospecha de infeccidn aguda al emplear la prueba rec-ELISA
IgM usando este antigeno (Aubert et al., 2000), mientras que otros autores
reportan sensibilidades de 92.6% al emplear la prueba de avidez (Pfrepper et al.,
2005). La alta reactividad de rROP1 con sueros positivos para anticuerpos IgM
anti-Toxoplasma en pacientes con posible infeccion aguda puede estar
relacionada con la funcién que cumplen estas proteinas en el proceso de invasion
del parasito a la célula huésped. Este proceso es una de las primeras etapas que
se lleva a cabo y requiere la secrecion de antigenos por parte de organelas
secretoras del parasito. Dentro de estos antigenos secretados se encuentra
ROP1, que esta involucrado en el proceso de la formacion de la vacuola
parasitéfora (Carruthers & Sibley, 1997). Ademas de mediar su unidon con las
organelas de la célula huésped, este antigeno es secretado dentro de la vacuola
durante la entrada del parasito a la célula, desapareciendo rapidamente (Sam-

Yellowe, 1996) (Dlugonska, 2008). Ello indicaria que ROP1 es un blanco temprano
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de la respuesta humoral contra T. gondii y podria explicar el reconocimiento de

este antigeno por anticuerpos tipo IgM de pacientes en fase aguda.

Por otra parte, el indice de K de Cohen mostré un valor de concordancia de 0.83
para rec-ELISA con el antigeno rSAG1 (excelente, de acuerdo a la escala de
valores para este indice) y de 0.66 (bueno) para el antigeno rGRA7, mientras que
para el antigeno rROP1 este valor de concordancia fue -0.15 (deficiente), al
compararla con la prueba IFl. Por otro lado, el grado de concordancia entre la
prueba IgM de captura y la prueba rec-ELISA IgM fue aceptable para los
antigenos rGRA7 (0.548) y rROP1 (0.41), mientras que para el antigeno rSAG1
fue deficiente (0.036). Las diferencias en el grado de concordancia al emplear los
diferentes antigenos recombinantes puede estar relacionada con la expresion de
las proteinas nativas en los diferentes estadios del parasito, es decir, algunos
antigenos solo se expresan en un estadio mientras que otras proteinas se pueden
encontrar en todos los estadios (Kotresha & Noordin, 2010), por lo que la aparicién
de los anticuerpos dependera entonces de la proteina secretada, el tiempo de
aparicion de estas y del estadio del parasito. Si los antigenos se producen en la
etapa temprana de la infeccion seran detectadas por anticuerpos de fase aguda
como IgM e IgA, los cuales son los primeros anticuerpos en aparecer. Ademas, si
las proteinas hacen parte del estado taquizoito es de esperarse que sean
detectados por este tipo de anticuerpos, debido a que el estadio taquizoito es la
forma activa de replicacion y se encuentra circulando en el torrente sanguineo
durante la infeccion aguda (Black & Boothroyd, 2000). Por el contrario, si los
antigenos intervienen en procesos tardios y son secretados por otras formas del
parasito como los quistes tisulares, seran detectados por anticuerpos tipo IgG que

aparecen después de producida la infeccidn (Aubert et al., 2000).

Al correlacionar los resultados positivos para anticuerpos tipo IgG anti- Toxoplasma
con las variables estudiadas, se encontré una relacion significativa mediante X?
entre la variable “tipo de piso de la vivienda” con la presencia de anticuerpos IgG
anti-Toxoplasma en gestantes (6.26; p= 0.043) (Tabla 19), entre los cuales el que

obtuvo mayor porcentaje de positividad fue la variable “habitar en viviendas con

96



piso de tierra” (73.9%; IC 95%: 65-80) (Tabla 19). Estos resultados son
corroborados por diferentes estudios en embarazadas. En un estudio realizado por
Alvarado y colaboradores en 343 gestantes mexicanas, el analisis multivariado
con regresion logica mostré una asociacion entre la presencia de anticuerpos I1gG
anti-Toxoplasma y vivir en casa con piso de tierra (Odd Ratio (OR) ajustado =
7.16; 1C 95%: 1.39-36.84) (Alvarado-Esquivel et al., 2006). De igual forma Sroka et
al., reportaron que el 85.3% de las gestantes de su estudio positivas para
anticuerpos IgG anti-Toxoplasma manifestaron habitar en viviendas con piso de
tierra (OR: 2.73; IC 95%: 1.02-9.10; p= 0.037) (S. Sroka et al., 2010). Por otro
lado, otras investigaciones realizadas en otra poblacion de estudio han
demostrado también asociacion entre la deteccion de titulos de anticuerpos 1gG
anti-Toxoplasma y el piso de la vivienda habitada, en este caso piso de tierra. Uno
de estos estudios fue realizado en 200 trabajadores expuestos al consumo de
frutas y vegetales sin lavar y en el cual se encontré que las personas que vivian en
casas con piso de tierra eran 3.10 veces mas propensas a presentar anticuerpos
IgG anti-Toxoplasma (OR = 3.10; IC 95%: 1.22-7.88; p= 0.01). Asimismo, en otro
estudio realizado en 760 nifios de dos comunidades indigenas que presentaron
una alta prevalencia de anticuerpos IgG anti- Toxoplasma, el analisis con regresion
logistica indico que el piso de tierra de las chozas fue factor predictivo de
presencia de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma (p= 0.001) (Etheredge, Michael,
Muehlenbein, & Frenkel, 2004).

Los ooquistes presentes en el ambiente pueden ser una fuente potencial de
infeccion para humanos y otros huéspedes intermediarios, debido a que en
condiciones ambientales con aireacion suficiente, humedad y temperatura
adecuada, los ooquistes pueden esporular y volverse infecciosos en un dia (EFSA,
2007), e incluso pueden sobrevivir en el suelo hasta por 18 meses y mantener su
infectividad (Llop et al., 2001). Una vez en el suelo, los ooquistes pueden ser
diseminados mecanicamente por invertebrados tales como moscas, cucarachas,
escarabajos y otros insectos (Ramirez, 2005). Existe evidencia de diseminacién
mecanica por cucarachas Periplaneta americana, las cuales pueden transportar

ooquistes infectantes durante 10 dias; también se ha demostrado que hay
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transmision a través de las heces de la misma luego de ingerir heces de gatos
infectados. Adicionalmente, las moscas sinantrépicas, la mosca doméstica y
escarabajos son considerados también excelentes vectores mecanicos de
diversos microorganismos entre ellos T. gondii (Pérez, Villada, Naranjo, & S,
2011). Mediante los vectores mecanicos mencionados, T. gondii puede ser
transportado al piso de tierra de las viviendas y permanecer alli por un periodo de
tiempo, lo que hace propensas a las mujeres a infectarse debido a que por lo
general son ellas las que realizan actividades caseras (barrer, recoger basuras) en
las que estan en contacto directo con el suelo; ademas, el no lavarse las manos
después de estas actividades puede facilitar la transmision del parasito por via

oral.

Por otro lado, existe otra via de transmision alterna que consiste en la transmision
por inhalacion de ooquistes aerosolizados, que luego pueden ser ingeridos
conllevando a la infeccién por T. gondii. Aunque esta via es poco estudiada no se
descarta, debido a que existen reportes de brotes de toxoplasmosis vinculados a

esta via de transmision (Pérez et al., 2011).
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6. CONCLUSIONES

En el presente estudio se demuestra que la prueba ELISA empleando los
antigenos recombinantes rSAG1, rGRA7 y rROP1 puede ser un buen método para
la deteccién de anticuerpos IgG e IgM anti-Toxoplasma en el diagnostico de la
toxoplasmosis congénita. En ese sentido, los datos de sensibilidad, especificidad y
grado de concordancia demuestran que el antigeno rSAG1 presenta mejores
resultados en la deteccion de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma que los arrojados
al emplear antigenos sonicados. Asimismo, la sensibilidad, especificidad y grado
de concordancia de la prueba rec-ELISA IgM frente a la prueba IgM de Captura
muestran que la proteina recombinante rGRA7 puede ser usada de forma

confiable como antigeno en la deteccion de anticuerpos IgM anti- Toxoplasma.

De otro lado, el aumento de la seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma (68.7%) y la incidencia en la poblacion de estudio (3.8%) demuestran
la alta exposicion de las gestantes del departamento de Sucre a T. gondii y la
constante circulacion del parasito en esta zona. Ademas, se determiné que residir
en viviendas con piso de tierra mostré ser un factor asociado con la presencia de
anticuerpos IgG anti-Toxoplasma, lo que podria evidenciar el papel de este factor

en la adquisicion de la enfermedad.
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7. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados de la presente investigacion se recomienda realizar
nuevos estudios para validar otros antigenos recombinantes en forma individual y
en combinacion, como herramienta para el mejoramiento del diagnostico de la

toxoplasmosis congeénita.

De otro lado, se hace necesario realizar nuevos estudios en la region con el fin de
establecer datos de seroprevalencia e incidencia de la toxoplasmosis en la
poblacion general y en gestantes. También, se recomienda realizar pruebas de
tamizaje en mujeres en edad fértil para conocer su estado inmunolégico frente a
toxoplasma en un tiempo anterior al embarazo. Ademas, es preciso realizar
nuevos estudios que ayuden a explicar el origen de la infeccion y las fuentes de

contaminacion.

Para finalizar, se recomienda desarrollar programas de promocién y prevenciéon de
la toxoplasmosis en la poblacion susceptible de adquirir la infeccion (gestantes
seronegativas y pacientes inmunodeprimidos), haciendo énfasis en la importancia

de las medidas higiénicas.
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ANEXOS

. Folleto entregado a las gestantes del estudio.

Anexo 1

¢COMO SE PUEDE DIAGNOSTICAR
LA TOXOPLASMOSIS?

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Consiste en la deteccién de anticuerpos
(IgG, IgM, IgA e IgE) producidos en las
personas cuando se ha producido
contacto con el parasito.

éComo se realiza?

El diagndstico se realiza a partir de una
muestra de sangre a la cual se realizan
pruebas como:

ELISA, IFI, ELFA, quimioluminiscencia
entre otras.

[

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Consiste en la deteccion directa del
parasito (ADN) en muestras de sangre
y liquido amnidtico a través de la
prueba de PCR.

¢POR QUE ES IMPORTANTE EL
DIAGNOSTICO TEMPRANO DE LA
TOXOPLASMOSIS?

El seguimiento serolégico es importante en
las embarazada que presentan titulos altos
por la prueba Toxoplasma IgG e IgM para
evitar las secuelas de la enfermedad en el
recién nacido a través del tratamiento clinico
oportuno.

En embarazadas, se recomienda Ila
deteccion de anticuerpos IgG e IgM al inicio
del embarazo. En aquellas que no presenten
titulos IgG (0.0) es fundamental un monitoreo
mensual.

¢COMO PODEMOS PREVENIR LA
TOXOPLASMOSIS?

e Consumir carne bien cocida

e Tomar agua hervida

e Lavar bien las verduras y frutas

e No manipular carne cruda

e Utilizar guantes para la
manipulacién de tierra

e Evitar contacto con las heces de

gatos
e Asistir a control prenatal
e Realizarse la prueba anti

toxoplasma IgG e IgM en el caso
que sea necesario

TOXOPLASMOSIS

PROYECTO:

“Papel de los Subtipos de IgG
Contra Antigenos Recombinantes
de Toxoplasma gondii '"Como
Marcadores Diagnosticos en la
Toxoplasmosis Congénita":
Estudio Multicéntrico”

Grupo Investigaciones Biomédicas

Universidad de Sucre

y5¢

COLCIENCIAS

cOl 0O MR
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TOXOPLASMOSIS ¢COMO SE TRANSMITE?
La toxoplasmosis es una enfermedad La infeccién se puede transmitir por:
producida por el parasito Toxoplasma gondii, ;
la cual afecta al hombre y a diferentes VIA ORAL

especies de animales. Su huésped definitivo
es el gato y los huéspedes intermediarios los
mamiferos y aves.

« Consumo de carne cruda o poco cocida

e Manipulacién de carne cruda

« Ingestién accidental por manipulacion de
tierra contaminada con parasitos
presentes heces de gatos

e Consumo de agua y Vverduras
contaminadas con el parasito

¢QUIENES SON LOS MAS
AFECTADOS?

Los més afectados son:

e Las mujeres embarazadas que no

han tenido contacto con el parasito. VIA TRANSPLACENTARIA
e« Personas con inmunodeficiencia e Transmision de la madre al feto a traveés
(SIDA) de la placenta.

¢CUALES SON LOS SINTOMAS?

Pueden presentarse sintomas parecidos
a un resfriado:

e Dolor de cabeza

e Dolor en el cuerpo
* Fiebre

e Dolor de garganta

éCuales son las manifestaciones
clinicas en el feto?

Las manifestaciones clinicas dependen
del trimestre del embarazo en el cual
se adquirié la enfermedad, dentro de
ellas tenemos:

o Hidrocefalia y/o microcefalia

e Problemas visuales

* Retraso psicomotriz

« Epilepsia

« Retardo en el desarrollo neurosiquico
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Anexo 2. Consentimiento informado

“Papel de los Subtipos de IgG Contra Antigenos Recombinantes de Toxoplasma
gondii Como Marcadores Diagndésticos en la Toxoplasmosis Congénita: Estudio

Multicéntrico”

UNIVERSIDAD DE SUCRE

<
g
o
S

TECNOLOGIA

COLCENGIAS
Investigador responsable: Pedro Blanco Tuiran.
Estimada seiora:

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por un parasito, que infecta a una
variedad de animales y al hombre, puede ser transmitida a las personas por el
consumo de agua, vegetales y carnes contaminadas con el parasito expulsado en las
heces de gatos infectados. En caso de adquirir la infeccion durante el embarazo, el
parasito puede ser transmitido al feto y ocasionar abortos y problemas de aprendizaje,
problemas visuales, retardo en el crecimiento, e hidrocefalia en el nifio. Queremos
invitarla a participar en este estudio, dado que la Universidad de Sucre esta
interesada en buscar métodos para prevenir y mejorar el diagndstico de esta
enfermedad. Para su participacion, necesitamos su autorizacion.

A continuacion le contamos de qué se trata el estudio y la forma en que usted podria
participar. En caso de tener alguna duda, por favor preguntenos para aclararle.

1. En qué consiste el estudio: Queremos prevenir la ocurrencia de la infeccion
por este parasito y mejorar las pruebas empleadas en el diagnodstico de esta
enfermedad a través de un monitoreo o control trimestral realizado a partir de una
muestra de sangre a la cual se realizara varias pruebas para detectar casos de
infeccion.

2. Coémo seria su participacion en el estudio: Si usted lo autoriza, se le tomara
una muestra de sangre cada tres meses para el respectivo control prenatal. En caso
de haber ocurrido infeccion durante el embarazo se le realizara un control a su bebe a
partir de muestras de sangre tomadas durante los tres primeros meses de vida y
luego a los seis, nueve y doce meses de vida.

3. Riesgos de su participacion en el estudio: No hay riesgo para usted, ni para
su bebe, si decide participar en el estudio.

127



4. Beneficios de su participacion en el estudio: Los resultados obtenidos lo
beneficiaran a usted y a su bebe porque con el control realizado mediante la
aplicacion de pruebas de diagnéstico, ofrecidas en este estudio de caracter gratuito,
podremos detectar oportunamente casos de infeccion para disminuir los dafos
causados en el nino mediante un tratamiento clinico adecuado, asi como promover
programas de prevencion y control de la enfermedad.

5. Derechos de los participantes: Su participacion en este estudio es voluntaria
y gratuita. Si usted decide rechazar esta invitacion a participar 6 retirarse
voluntariamente del estudio en cualquier momento, puede hacerlo.

Si usted ahora o en cualquier momento tiene cualquier pregunta, relacionada con esta
investigacion  puede dirigirse al investigador principal Pedro Blanco Tuiran,
Universidad de Sucre, Teléfono: 2820830 Celular: 3008033174.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: Si usted autoriza su
participacién, por favor complete los siguientes datos y conserve una copia de este
documento.

Yo, (Nombre
completo de la gestante) declaro que se me han leido y explicado detalladamente los
objetivos, los procedimientos y todos los aspectos relacionados con este estudio y que
tuve la posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.

Acepto voluntariamente mi participacién en el estudio y sé que estoy en libertad de
retirarme cuando lo desee.

Nombre, firma y documento de identidad de la gestante.

Nombre: Firma:
Cédula de Ciudadania N°. De:
Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo ( )

Nombre, firma y documento de identidad del investigador.

Nombre: Firma:
Cédula de Ciudadania N°. De:
Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo ( )
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Anexo 3. Formato de coleccidén de informacion tipo encuesta.

“Papel de los Subtipos de IgG contra Antigenos Recombinantes de
Toxoplasma gondii como Marcadores Diagnésticos en la Toxoplasmosis
Congénita: Estudio Multicéntrico”

COLCIENCIAS

LOMEBIA

Encuesta N°: Fecha: / /

1. Datos personales:

Nombre:
CC.: Edad: Teléfono:
Direccion de residencia: Barrio:

Entidad de salud:
Centro de atencién (IPS):

2. Antecedentes Gineco-Obstétricos:
N° de partos: N° de abortos: Edad gestacional actual:____(semanas)

3. Vivienda actual:

Material de la vivienda: Madera: _ Bahareque: __ Ladrillo-cemento:
Plastico: __ Cartén: _ Otro: ___ 4 Cual?:
Piso de la vivienda: Ceramica: _ Cemento: __ Tierra:

4. Contacto con gatos:

Tiene gatos en la casa: Si: ___ No: __ Cuantos gatos tiene:
Hace cuanto tiempo: Tenia gatos:
Tiene contacto con el gato/los gatos: Si: _ No:

5. Otros animales domésticos tiene en su vivienda:

6. Habitos alimenticios
* Que carne consume con mayor frecuencia: Res: ___ Cerdo: ___ Pollo:
Pescado: ___ otra: __ ;Cual?:
» Consume la carne: Bien cocida: A mediococer: _ Cruda:

* Consume el agua: Directamente del grifo: _ Hervida: ___ Filtrada: ___ En
Bolsa:  Depozo:

* Ingiere jugos naturales que compra en la calle: Si: ___ No:

7. Otros:
Manipula suelo: Si: _ No:
Manipula carne cruda: Si: ____ No:

129



Anexo 4. Protocolo prueba Inmunofluorescencia Indirecta para la deteccion

de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma.

Para este ensayo se dejan secar a temperatura ambiente las laminas impregnadas
con el antigeno (taquizoitos de T. gondii, a una concentracion de 40 parasitos por
campo microscoépico), luego son adicionados en las areas circulares de las
laminas IFI, 15 pL de las muestras de suero problema, el control positivo (suero
positivo a T. gondii) y el control negativo (suero negativo a T. gondii) previamente

diluidos en una solucién de PBS -Tween 80 al 1%, a partir de 1:16.

Las laminas son incubadas a 37°C en camara humeda por 30 minutos, luego
lavadas con buffer fosfato salino (pH 7.2, 0.01M) 3 veces por 10 minutos y
escurridas con papel filtro, las laminas se dejan secar a temperatura ambiente,
luego se lavan y se adiciona en cada area circular 15 yL de anti-lgG humano

marcado con fluoresceina (FITC), son incubadas a 37°C por 30 minutos.

Las laminas son lavadas con buffer fosfato 3 veces por 10 minutos, dejando secar
a temperatura ambiente. Luego se adicionan gotas de Glicerina tamponada pH 8.5
y se utiliza una laminilla para observar en el microscopio de fluorescencia a 40X
de aumento (Figura 4). Para la lectura se tiene en cuenta, que en el suero de
referencia (positivo) se observe la superficie de los parasitos de un color verde
amarillento fluorescente y en el suero control negativo se observara los parasitos
de color rojizo opaco. Una muestra se considera reactiva para Toxoplasmosis
cuando los titulos de anticuerpos IgG anti- Toxoplasma fueron iguales o0 mayores a
1/16.
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Anexo 5. Formulas empleadas en el calculo de la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y grado de concordancia

Kappa de Cohen.

Prueba a Prueba de Referencia
P - Total
evaluar Positivos Negativos
Positivos VP FP Total positivos
Negativos FN VN Total negativos
Total Total de enfermos | Total de no enfermos | Total muestras
Dénde:
VP: Verdaderos positivos
VN: Verdaderos Negativos
FP: Falsos Positivos
FN: Falsos Negativos
Sensibilidad = VP X 100 Valor Predictivo = X 100
ensibilida = VP T FN alor Pre 1c1vo—VP+FP
E ificidad = VN X 100 Valor Predictivo = X 100
specificidad = VN FP alor Predictivo = VP £ FP

Analisis de Kappa de Cohen (Prueba de Concordancia)

Po — Pe

Kappa = —(1 “Pe)
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* Proporcién de acuerdos encontrados (Po)

_ VP + VN
" Total muestras

Po

* Proporcion de acuerdos al azar (Pe)

PA + NA

Pe =
Total muestras

Doénde:
VP: Verdaderos Positivos
VN: Verdaderos Negativos

Total Positivos prueba de referencia + Total Positivos prueba evaluada

Total muestras

A = Total Negativos prueba de referencia + Total Negativos prueba evaluada

Total muestras

Luego de calcular el indice de Kappa de Cohen, el resultado obtenido se compara
con los valores de la siguiente tabla y se determina el grado de concordancia de la

prueba evaluada.

Valores Kappa Grado de acuerdo
>0.00-0.20 Deficiente
0.21-0.40 Pobre
>0.41-0.60 Aceptable
0.61-0.80 Bueno
0.81-1.00 Excelente
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Anexo 6. Relacion entre factores de riesgo y positividad para anticuerpos
tipo IgG anti-Toxoplasma.

. N° de N® de N® de Prevalencia 2
Factor Asociado c Casos Casos o IC 95% X
aS0S | positivos | Negativos (%)
g

Localidad 0.16; p= 0.67
Urbana 305 211 94 69.1 63 -74
Rural 66 44 22 66.6 53-74
Vivienda 1.27; p=0.25
Artesanal 114 83 31 66.9 60-72
Ladrillo 257 172 85 72.8 63 - 80
Material piso 6.26; p=0.043
Tierra 138 102 35 73.9 65 - 80
Cemento 182 125 57 68.6 61-75
Ceramica 51 28 23 54.9 40 - 68
Presencia de
animales 0.39; p=0.53
domésticos
Si 204 143 61 70 63 -76
No 167 112 55 67 59 -74
Presencia de gatos 0.18; p= 0.66
Si 72 51 21 70 58 - 80
No 299 204 95 68.2 62-70
Otros animales
doméstico
Aves 49 37 12 75.5 60 - 80 1.39; p=0.53
Perros 101 70 31 69.3 59 -77
Todos (aves-perros) 54 36 18 66.6 52-78
Ninguno 167 112 55 67 59.3 -74
Tipo de carne que L
consume 7.33; p=0.197
Cerdo 11 9 2 81.8 47.7 - 96.7
Pollo 39 23 16 58.9 421-74
Res 89 65 24 73 62.4-81.6
Pescado 27 18 9 66.6 46 - 82.7
Todas 188 132 56 70 63 -76.5
Ninguna 17 8 9 47 23.8-71.4
Consumo de agua 3.30; p=0.50
Bolsa 44 26 18 59 43.3-73.2
Filtrada 16 10 6 62.5 35.8-83.7
Hervida 82 57 25 69.5 58.2-78.9
Pozo 19 15 4 78.9 53.3-93
Grifo 210 147 63 70 63.4-76
Ha estado enferma 0.65; p=0.42
Si 111 73 38 65.7 56 -74.3
No 260 182 78 70 63.9-75.4
Ha presentado
abortos 0.02; p= 0.89
Si 88 61 27 69.3 58.4-78.4
No 283 194 89 68.5 62.7-73.8
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Anexo 7. Relacién de las variables edad y periodo de gestacion con
resultados positivos por la prueba an-ELISA IgG anti-Toxoplasma.

. N° de N® de N® de Prevalencia 2
Factor Asociado c Casos Casos o IC 95% X
aS0S | positivos | Negativos (%)
g

Edad gestantes 2.85; p= 0.241
Entre 13 y 23 afios 223 146 77 65.4 58.7-71.6
Entre 24 y 33 afios 123 90 33 731 64.2 - 80.5
Entre 33 y 43 afios 25 19 6 76 54.4 -89.8 1.27; p=0.25
Edad gestacional
| trimestre 257 172 85 72.8 63 - 80
Il trimestre 6.26; p= 0.043
Il trimestre 138 102 35 73.9 65 - 80
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Anexo 8. Relacion entre factores de riesgo y positividad para anticuerpos
tipo IgM anti-Toxoplasma.

. N° de N® de N® de Prevalencia 2
Factor Asociado Casos Casos Casos (%) IC 95% X
Positivos | Negativos
Localidad 3.20; p= 0.073
Urbana 305 9 256 7.5 2.8-17
Rural 66 5 61 2.9 14-5
Vivienda 0.17; p= 0.68
Artesanal 114 5 109 4.3 1.6-10
Ladrillo 257 9 248 3.5 1.7-6.7
Material piso 0.23; p=0.89
Tierra 138 6 132 4.3 1.7-9.6
Cemento 181 6 175 3.3 1.3-74
Ceramica 51 2 49 3.9 0.68-1.4
Presencia de
animales 3.21; p=0.07
domésticos
Si 204 11 193 5.3 2.8-9.6
No 167 3 164 1.7 0.46-5.5
Presencia de gatos 2.47,p=0.115
Si 72 5 67 6.9 25-16
No 299 9 290 3 14-58
Otros animales
domésticos 4.16,p=0.244
Aves 49 2 47 4 0.7-15
Perros 101 5 96 4.9 1.8-11
Todos (aves-perros) 54 4 50 7.4 2.3-18
Ninguno 167 3 164 1.7 0.4-55
Tipo de carne que L
consume 1.53; p=0.90
Cerdo 11 0 11 0 0-32
Pollo 39 2 37 5.1 0.89-18
Res 89 2 87 2.2 0.39-8
Pescado 27 1 26 3.7 0.19-20
Todas 188 8 180 4.2 1.9-85
Ninguna 17 1 16 5.8 0.3-30
Consumo de agua 3.85; p= 0.427
Bolsa 44 2 42 4.5 0.79-16
Filtrada 16 0 16 0 0-24
Hervida 82 4 78 4.8 1.5-12
Pozo 19 2 17 10 1.8-34
Grifo 210 6 204 2.8 1.1-64
Ha estado enferma 1.16; p= 0.281
Si 111 6 105 5.4 22-11
No 260 8 252 3 14-6
Ha presentado
abo‘;tos 0.04; p=0.83
Si 88 3 85 3.8 2-7
No 283 11 272 3.4 0.88-10
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