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RESUMEN

La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria producida por Toxoplasma gondii, el
cual infecta a animales de sangre caliente, incluido el hombre; la importancia médica de
esta parasitosis reside, principalmente, en la forma congénita y la reactivacion en el
inmunodeprimido. El diagndstico de infeccion congénita se realiza a través del empleo
de técnicas serologicas fundamentadas en la deteccion de anticuerpos especificos
contra el parasito, sin embargo, estas pruebas muchas veces pueden arrogar
resultados falsos positivos y falsos negativos lo que interfiere en la interpretacion y
manejo adecuado de los casos de infeccidn, debido a que la mayoria de ellas, emplean
taquizoitos intactos o extractos antigénicos solubles del parasito; por otro lado, estas
pruebas dependen del tiempo de aparicion de cada anticuerpo y del estado
inmunoldgico del paciente. Ademas, tienen una baja sensibilidad y especificidad en la
deteccion de casos activos de toxoplasmosis. En respuesta a esta falta de
especificidad y sensibilidad en el diagnéstico de la enfermedad, esta investigacién
propone evaluar nuevas herramientas que permitan establecer un diagndstico certero y
oportuno de la toxoplasmosis. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la utilidad de la
PCR en tiempo real en la deteccion de ADN de T. gondii en muestras de sangre
periférica de gestantes con diagndstico serolégico confirmado por la técnica Elisa 1gG e
IgM anti-T.gondii. De un total de 220 muestras de sangre periférica de gestantes con
serologia confirmada para T.gondii, solo fue posible detectar el parasito en 23
muestras, lo que corresponde una frecuencia de deteccion de ADN de Toxoplasma del
10,5%. En las pacientes que presentaron toxoplasmosis reciente, el ADN de
Toxoplasma fue detectado en 12 de 17 lo que corresponde a una sensibilidad
diagndstica del 70,58%, mientras un 4,6 % de positividad fue encontrado en el grupo de
infeccion crénica (6/128). En el tercer grupo compuesto de gestantes negativas para la
infeccion por T.gondii, el ensayo fue positivo en el 6,6% de los casos (5/75). Los
analisis estadisticos revelaron que la probabilidad de que un paciente IgM positivo
presente parasitemia detectada por el ensayo TagMan fue de 13,02 (odds ratio value)

mayor que en un individuo IgM negativo (p<0.05). Considerando los datos obtenidos en
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ambos grupos IgM negativos, la PCR en tiempo real mostro que el 97,5% de las
muestras fueron negativas para la infeccion por T.gondii, revelando una alta
especificidad calculada usando el grupo | como grupo enfermo (IgM +) y el grupo 1l + 11l
como grupo no enfermo (IgM-). EI PCR cuantitativo en tiempo real para el elemento
repetido de T.gondii fue capaz de detectar y cuantificar el ADN del parasito en minimas
cantidades (desde 0.04 hasta 1,63 copias/ml), permitiendo de este modo estimar asi la
carga parasitaria de las gestantes positivas que varia de 0.06 hasta 3 equivalentes de
genomas de taquizoitos por mililitro de sangre, indicando bajos niveles de parasitemia
en las gestantes infectadas. Estos resultados demuestran que la PCR en tiempo real es

una herramienta util para el mejoramiento del diagnostico de la toxoplasmosis.

PALABRAS CLAVE: Toxoplasmosis, gestantes, diagnéstico, ELISA IgG e 1gG, PCR

en tiempo real.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic disease caused by Toxoplasma gondii, which infects
warm-blooded animals, including humans; medical importance of this disease resides
mainly in the congenital form and the reactivation in immunosuppressed individuals.
The diagnosis of congenital infection involves the use of serological techniques based
on the detection of specific antibodies against the parasite, however, these tests can
often vyield false positive and false negative results which interferes with the
interpretation and proper handling of infection cases, because most of them use intact
tachyzoites or antigenic soluble extracts of the parasite; Moreover, these tests rely on
the time of appearance of each antibody and the immune status of the patient. They
also have a low sensitivity and specificity in detecting active cases of toxoplasmosis. In
response to this lack of specificity and sensitivity in the diagnosis of disease, this
research aims to evaluate new tools to establish an accurate and timely diagnosis of
toxoplasmosis. The objective of the present work was to evaluate the usefulness of real-
time PCR in detecting T. gondii DNA in peripheral blood samples of pregnant women
with serological diagnosis confirmed by anti-T.gondii IgG and IgM ELISA. Out of 220
peripheral blood samples of pregnant women with confirmed serology for T. gondii, was
only possible to detect the parasite in 23 samples, which represents a 10.5% detection
frequency of Toxoplasma DNA. Toxoplasma DNA was detected in 12 of 17 patients with
recent toxoplasmosis, corresponding to a diagnostic sensitivity of 70.58%; while a 4.6%
positivity was found in the group of chronic infection (6/128). The third group consisted
of negative pregnant woman for T. gondii infection and the test was positive in 6.6% of
the cases (5/75). Statistical analyzes revealed that the probability for an IgM positive
patient of having detectable parasitemia by the TagMan assay was 13.02 (odds ratio
value) higher than IgM negative individuals (p <0.05). Considering the data obtained in
both IgM negative groups, real-time PCR showed that 97.5% of the samples were
negative for T. gondii infection, revealing a high specificity calculated using group | as a
sick group (IgM + ) and groups Il + lll as non-sick group (IgM-). Quantitative real time
PCR for repeated T.gondii element was able to detect and quantify parasite DNA in

minimal quantities (from 0.04 to 1.63 copies / ml), thus allowing to estimate the parasitic
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load of positive pregnants, ranging from 0.06 to 3 tachyzoites genomes equivalents per
milliliter of blood, indicating low levels of parasitemia in infected pregnants. These
results demonstrate that real-time PCR is a useful tool to improve the diagnosis of

toxoplasmosis.

KEYWORDS: toxoplasmosis, pregnant women, diagnosis, ELISA 1gG and IgM
Real Time PCR.
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una infeccion parasitaria causada por T. gondii, un protozoo
intracelular obligado, capaz infectar una amplia variedad de animales endotérmicos
incluido (Jiménez, Acosta, Guzman, Puerto, & Ortega, 2012; Martin & Garcia, 2003a).
Es una enfermedad benigna o asintomética en nifios y adultos inmunocompetentes; sin
embargo, puede causar ceguera, retraso mental y aborto en fetos con infeccion
congénita y enfermedades graves en pacientes inmunodeprimidos (Botero & Restrepo,
2003; Tenter, Heckeroth, & Weiss, 2000).

La infeccion congénita puede ocurrir en mujeres que adquieren la infeccion por primera
vez durante el embarazo. La tasa de transmision transplacentaria y la gravedad de la
enfermedad en el feto estdn inversamente correlacionadas (Rosso, Agudelo, Isaza, &
Montoya, 2007; Thulliez, 2001). En etapas tempranas del embarazo, la tasa de
infeccidon es baja; sin embargo, las manifestaciones clinicas son severas y puede
causar muerte del feto y aborto espontaneo. La infeccion materna tardia esta asociada
con una alta tasa de transmisién, pero los sintomas clinicos en el recién nacido son
leves o estdn ausentes. No obstante, pueden manifestarse serias secuelas en la
segunda o tercera década de vida que incluyen trastornos neurolégicos y corioretinitis
(J. Montoya & Liesenfeld, 2004; Sroka et al., 2010)

La toxoplasmosis congénita en el pais es aln un problema de salud publica importante;
se calcula que cada afo aparecen de 2 a 10 casos de infecciébn congénita por cada
1000 nacidos vivos (Gomez, 2007); el ministerio de salud y proteccién social solo
incluye en el plan obligatorio de salud (POS) la realizacion de una prueba de
diagnostico para deteccion de la infeccion por toxoplasma durante el embarazo, lo cual
evidencia el inadecuado manejo técnico-cientifico de esta enfermedad. Un programa de
control nacional para la toxoplasmosis congénita deberia incluir el seguimiento de las
madres seronegativas debido a que son la poblacién en riesgo de adquirir la infeccion.

De ésta forma, se podrian detectar oportunamente los casos de toxoplasmosis
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congénita y se disminuirian las secuelas de la enfermedad mediante un tratamiento
oportuno. Por ello, en ausencia de intervencion terapéutica, cada afio nacen entre 800
y 3000 nifios infectados (Gomez & Pifion, 2001). Para implementar a tiempo el
tratamiento adecuado y evitar malformaciones neonatales y problemas visuales en
recién nacidos, es fundamental establecer si la madre ha adquirido la infeccion primaria
y ademas, determinar si se ha producido la transmision vertical al feto (Beghetto,
Spadoni, Bruno, Buffolano, & Gargano, 2006).Sin embargo, la imprevisible evolucién de
la toxoplasmosis congénita y la ausencia de sintomas especificos, dificultan el
diagnostico e impiden determinar efectivamente el estado de la infeccidon (Martin &
Garcia, 2003a).

Actualmente, el diagndstico de la toxoplasmosis se realiza a través de técnicas
seroldgicas, estas consisten en la deteccién de inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE
antiToxoplasma que establecen el inicio y la importancia clinica de la infeccion tanto en
la madre como en el feto (Gomez J. 2000). También, se utilizan técnicas de diagnéstico
molecular (Reaccién en Cadena de la Polimerasa 6 PCR) como herramienta
diagnostica de la toxoplasmosis mediante la deteccion del ADN del parasito en sangre,
liquido amnidtico y orina. Esta ultima herramienta muestra un alto grado de sensibilidad
y especificidad, lo que permite el diagnostico temprano de toxoplasmosis congénita en
gestantes con resultados negativos obtenidos en las pruebas de deteccion de
inmunoglobulinas (Gomez J. 2000). Las técnicas seroldgicas son frecuentemente
utilizadas en el diagnostico de esta parasitosis, sin embargo, presentan inconvenientes
como baja sensibilidad y especificidad en la deteccion de la infeccion por T. gondii lo
gue muchas veces genera resultados falsos positivos y negativos, esto va a depender
del fundamento técnico de cada ensayo, debido a que algunos emplean como
antigenos extractos de proteinas solubles del parasito o proteinas recombinantes de la
superficie del parasito, proteinas de la roptrias y proteinas de los granulos densos. Por
otro lado, el tiempo de aparicion de cada inmunoglobulina y el estado inmunolégico del
paciente frente a la infeccion van a afectar la interpretacién de los resultados. Las
dificultades anteriormente mencionadas, se reflejan en un estudio realizado en la

ciudad de Sincelejo, en el cual fue posible detectar ADN del parasito por la técnica PCR

21



anidado en 12 muestras de sangre periférica de 100 gestantes seronegativas por la
prueba ELFA IgG antiToxoplasma. Estos resultados, demuestran la presencia de
parasitos en sangre, lo que indica que se esta frente a una infeccién reciente en la
cual, posiblemente, no se ha producido una respuesta inmune humoral secundaria
anti-Toxoplasma (Pedro B et al 2011). En otro estudio realizado en Egipto, se
evaluaron las técnicas ELISA IgM y PCR en muestras de madres y recién nacidos para
determinar infeccién por T.gondii, los resultados obtenidos mostraron que fue posible
detectar infeccion reciente en 23 muestras por PCR y en 18 muestras por Elisa IgM de
un total de 70(Nagaty | et al. 2009). Mas recientemente en Brasil, con el fin de mejorar
el diagnéstico de la toxoplasmosis se llevd a cabo una investigacion en la cual se
evaluo la técnica PCR en tiempo real en muestras de sangre de pacientes con VIH con
diagndstico de Toxoplasmosis cerebral confirmado por pruebas seroldgicas, los
resultados obtenidos mostraron altos porcentajes sensibilidad (97%) y especificidad
(87%) de la técnica (Mesquita R et al. 2010). De acuerdo a estudios previos se
demuestra la utilidad del PCR en tiempo real en el diagnostico temprano de la
toxoplasmosis congénita, debido a que es posible realizar cuantificacion de carga
parasitaria, es altamente sensible y especifica, se reducen los riesgos de
contaminacion y se pueden obtener los resultados en un menor tiempo (Vinueza C.
2009). Por esta razon, en la presente investigacion se evaluara la utilidad de la PCR
en tiempo real en el diagnostico temprano de infeccion por Toxoplasma gondii
empleando muestras de sangre periférica de gestantes del departamento de Sucre; con
pruebas Elisa IgG negativa e IgM positiva, y de este modo poder contribuir con la
implementacion de un tratamiento oportuno que disminuya las secuelas de la

enfermedad.

En este estudio se captaron 220 gestantes del departamento de Sucre, a los cuales se
les realizaron pruebas para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-T.gondii en
suero y PCR en tiempo real en sangre periférica con el fin de evaluar la utilidad de la
técnica PCR en tiempo real en el diagndstico temprano de la toxoplasmosis congénita

en gestantes del departamento de Sucre.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de la técnica PCR en tiempo real en el diagndéstico temprano de la

toxoplasmosis congénita en gestantes del departamento de Sucre.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar anticuerpos tipo IgG e IgM anti-T.gondii mediante el empleo de la técnica

ELISA convencional en muestras de suero gestantes del departamento de Sucre.

» Detectar el ADN de Toxoplasma gondii a través de PCR en tiempo real usando
muestras de sangre periférica de gestantes del departamento de  Sucre con

diagnostico serologico confirmado.

> Estimar la carga parasitaria por PCR en tiempo real en muestras de sangre periférica
de gestantes del departamento de Sucre.

» Correlacionar los resultados de ELISA 1gG e IgM antiToxoplasma con los resultados
obtenidos por PCR en tiempo real en muestras de sangre periférica materna.
» Establecer los posibles factores de riesgo relacionados con la toxoplasmosis en

embarazadas del municipio de Sincelejo.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 ESTADO DE ARTE

La infeccidn con el parasito protozoorio T. gondii se produce en todo el mundo. Los
gatos y otros felinos son los Unicos huéspedes definitivos en los cuales se lleva a cabo
la reproduccidn sexual para producir los ooquistes infectivos. Los animales de sangre
caliente, incluyendo los humanos, son los huéspedes intermediarios que albergan los
quistes tisulares en su organismo. La infeccion activa generalmente se adquiere por via
oral y probablemente resulta en la colonizacién del parasito y produccion de
anticuerpos especificos durante toda la vida. En consecuencia, la prueba seroldgica
especifica para IgG ofrece la oportunidad de medir la proteccion individual y el impacto

de la toxoplasmosis en la salud publica (estudio transversal).

El diagnéstico de la toxoplasmosis se fundamenta en el estudio de los anticuerpos
producidos contra T. gondii y en la deteccion directa de éste. La mayoria de las
técnicas seroldgicas (ELISA, IFI, entre otras), requieren de la preparacion de antigenos
de taquizoitos cultivados en ratén o mediante sistemas de cultivo celular; sin embargo,
el uso de antigenos solubles del cuerpo lisado del parasito pueden arrojar resultados
falsos positivos y falsos negativos que interfieren en la interpretacion y manejo
adecuado de los casos de infeccion (Hassl A et al. 1991); por este motivo se han
desarrollado nuevas metodologias que mejoren el diagnéstico de la enfermedad con la
posibilidad de ofrecer una mayor sensibilidad y especificidad en la deteccién de la
enfermedad. Una de las alternativas propuestas para ello es la utilizacion de la técnica
la PCR, la cual ha sido aplicada como herramienta de diagnéstico de la toxoplasmosis
mediante la deteccion del ADN del parasito en sangre, liquido amniotico y orina,
permitiendo el diagndstico temprano de toxoplasmosis congénita en gestantes con

pruebas de inmunoglobulinas negativa (Blanco P et al, 2011).
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Son numerosos los estudios dirigidos a evaluar los genes blancos de T. gondii por
ensayos de PCR para el diagnoéstico de la toxoplasmosis, el antigeno mayoritario de
superficie de T. gondii (P30), es un gen de copia Unica con una longitud de 1500
nucledtidos el cual presenta abundantes trascriptos de RNAmM y no contiene intrones
(Abdul R. 2011; Burg J et al. 1988). Ensayos de PCR han sido desarrollados para
amplificar el gen P30 de T.gondii en muestras de fluidos y tejidos del cuerpo (Savva D
et al. 1990), en un estudio realizado en mujeres embarazadas de Egipto se evaluo el
P30 en muestras de fluido amni6tico reportandose una sensibilidad y especificidad del
92.2% y 94.4% (Eida O et al. 2009). Otro gen de interés y bastante estudiado es el gen
B1 repetido 35 veces en el genoma del parasito, de funcién desconocida, pero bastante
conservado en todas las cepas aisladas de T. gondii (Burg J et al. 1989), son muchos
los estudios que emplean el gen B1 como blanco de amplificacién, debido a que este
ha mostrado una buena sensibilidad y especificidad en los ensayos de PCR basados

en el diagndstico de casos de toxoplasmosis.

En el pais la técnica de PCR se ha empleado para confirmar casos de toxoplasmosis
en gestantes y en recién nacidos, en un estudio realizado en la ciudad de Medellin en
el cual se evaluaron 534 muestras de liquido amnidético se pudo detectar la presencia
de DNA de T. gondii en 38 muestras lo cual corresponde a una frecuencia de 7.1% de
los casos estudiados (Pujol | et al. 1999); esta técnica se ha evaluado también en otro
tipo de muestras como en sangre de gestantes y recién nacido, con un estudio
realizado en el departamento del Quindio en donde se estudiaron 23 muestras de
madres con criterios serologicos para infeccidbn por toxoplasma (15 con liquido
amnidtico y 8 con sangre materna) y 12 muestras de sangre de recién nacidos las
cuales fueron analizadas mediante un PCR anidado reportandose sensibilidades del
37.5% vy especificidad del 100% para la deteccion en liquido amniético, de lasll
muestras de los recién nacidos 5 fueron positivos por PCR y de las madres ninguna
tuvo PCR positivo (Higuchi R et al . 1993). La PCR anidada demostré una frecuencia
de deteccion de ADN de Toxoplasma gondii del 18% en un estudio en la ciudad de
Sincelejo en muestras de sangre periférica de 100 gestantes (Machado N et al. 2004),

posteriormente en otro estudio realizado en esta misma ciudad se encontr0 una
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frecuencia del 12% en muestras de sangre periférica en 100 gestantes seronegativas

para la prueba Elfa IgG antiToxoplasma (Pedro et al. 2011).

En los dltimos afios se ha buscado mejorar el diagndstico molecular de la
toxoplasmosis empleando distintas variantes de la PCR convencional como es el caso
de la PCR en tiempo real, la cual se ha utilizado como herramienta diagndéstica debido
a su capacidad de detectar casos de infeccién por Toxoplasma gondii (Nestor C et al .
2011). Con el desarrollo del PCR se ha buscado mejorar la sensibilidad y la
especificidad en el diagnostico de la toxoplasmosis para lo se han evaluado dos
blancos de amplificacion, uno de ellos es el fragmento 529 pb repetido unas 200-300
veces en el genoma de T. gondii (Secuencia AF146527) utilizado para mejorar las
sensibilidades y especificidades obtenidas por los ensayos de PCR (Homan W et al.
2000). En un estudio de diagnéstico de toxoplasmosis congénita, se evaluaron 3
blancos de deteccién de Toxoplasma gondii: el 18S DNAr, el gen B1 (con los primer
B22/B23) y la secuencia AF146527 y los resultados arrogan una especificidad del
100%(23/23 de las muestras analizadas) y una sensibilidad del 42%(8/19 muestras
analizadas) para la secuencia AF146527, mientras que para el gen B1 y el 18S DNAr
la especificidades fueron del 95% y 100% respectivamente(Wahab T et al. 2010). Sin
embargo, mas tarde en el 2009, la secuencia AF146527 estuvo ausente en 4.8% de las
muestras humanas positivas por Toxoplasma gondii y no fue mas especifico que el gen
Bl (Wallon M et al. 2010). Mas recientemente, se evalu6 el desarrollo de un nuevo
ensayo TagMan PCR en tiempo real que emplea la actividad 5 nuclesa de la enzima
Taq polimerasa, y el cual utilizé la secuencia de ADN blanco de 529 pb AF146527, con
el fin de establecer el diagndstico oportuno de la enfermedad e instaurar el tratamiento.
Este estudio demostrd una alta sensibilidad y especificidad del ensayo de PCR basado
en la TagMan con la utilizacién de la secuencia blanco AF146527 (Menotti J et al.
2010). ElI PCR en tiempo real se ha evaluado en muestras de sangre y fluido
cefalorraquideo de pacientes con toxoplasmosis cerebral infectados con VIH con un
97% y un 87% de sensibilidad y especificidad para el blanco de 529pb RETg; y valores
de 87% y 97% de sensibilidad y especificidad respectivamente para el blanco B1, lo

gue sugiere que puede ser una herramienta Gtil en el diagnostico de la toxoplasmosis

26



cerebral en pacientes con SIDA (Mesquita R et al. 2010). De lo anterior podemos
concluir que la PCR en tiempo real ha mostrado ser una técnica que presenta muchas
ventajas con respecto a las técnicas PCR convencionales como son: mayor
sensibilidad y especificidad, es completamente automatizada lo que reduce el riesgo de
contaminacion y al no necesitar un paso de electroforesis permite obtener resultados
confiables en un corto tiempo, todas estas caracteristicas convierten a la PCR en

tiempo real en una herramienta de gran utilidad en el diagndstico de la toxoplasmosis.

Considerando los casos de toxoplasmosis presentados en nuestro pais y en distintas
regiones del mundo, y la amenaza que representa en la salud del nifio infectado
congénitamente por Toxoplasma gondii, es necesario validar en Colombia nuevas
metodologias que permitan mejorar el diagnostico de esta enfermedad en términos de
sensibilidad y especificidad. Con los resultados de esta investigacion se espera que se
mejore el diagndstico temprano de la toxoplasmosis congénita para prevenir y disminuir

las secuelas de la enfermedad con el suministro del tratamiento clinico oportuno.

1.2 MARCO TEORICO CONCEPTUAL

La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria causada por el protozoo intracelular
obligado Toxoplasma gondii (Estrada A. 2012; Biagi, F. 2004; EI-On, J. & Peiser J.
2003), este parasito puede infectar a los humanos, asi como practicamente a todos los
animales de sangre caliente, incluyendo mamiferos y aves (Gangneux F & Dardé M.
2012; Dubey J. 2010; Ospina, S. 1993). La infeccion producida por Toxoplasma gondii
en adultos es casi siempre asintomatica (Hide G et al. 2007); sin embargo los casos
graves se presentan en pacientes inmunodeprimidos y recién nacidos que han

adquirido la infeccién congénitamente (Botero D & Restrepo M. 2003).
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1.2.1 Clasificacién taxondmica

Toxoplasma gondii es un protozoo patdgeno intracelular obligado que fue descubierto y
nombrado por Nicolle y Monceaux en 1908(Dubey J. 2009; Dubey J. 2007).La
designacién de especie se origind en el nombre del roedor del norte de Africa
(Ctenodactylus gondi) de la que se aisl6 el parasito. EI nombre del género se deriva de
la palabra griega toxon, que significa "arco" y en referencia a la media luna forma del
organismo (Pantoja A & Pérez L. 2001). Toxoplasma pertenece al phylum
Apicomplexa, que consiste de parasitos intracelulares que tienen una estructura celular
polarizada y citoesqueleto complejo, con una disposicion de organelos en su extremo

apical (Black & Boothroyd J.2000). Este parasito pertenece a:

Reino: Protista

Subreino: Protozoo

Phylum: Apicomplexa (Levine, 1970)

Clase: Conoidasida (Levine, 1988)

Subclase: Coccidiasina (Leuckart, 1879)

Orden: Eucoccidiorida (Léger and Duboscq, 1910)
Suborden: Eimeriorina (Léger, 1911)

Familia: Sarcocystidae (Poche, 1913)

Subfamilia: Toxoplasmatinae (Bicoca, 1957)
Género: Toxoplasma (Nicolle and Manceaux, 1909)

Especie: Toxoplasma gondii (Nicolle and Manceaux, 1909) (¢omez F. Gracia M. 2004; Ginorio D.
2001)
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1.2.2 Biologia del parésito

1.2.2.1 Morfologia

T. gondii se presenta en tres etapas infectivas; los taquizoitos invasivos de rapida
division (Fig.1), los bradizoitos de division lenta dentro de los quistes tisulares y una
etapa ambiental, el esporozoito, protegido dentro de un ooquiste (Gangneux F & Dardé
M. 2012; Dubey J et al. 1998).

Las tres formas se pueden desarrollarse en el gato doméstico y otros felinos que son
los huéspedes definitivos y que soportan tanto esquizogonia y gametogonia.

Solo las formas sexuales, taquizoitos y quistes tisulares estdn presentes en otros
animales, incluyendo los seres humanos y aves, que son los anfitriones intermediarios.

Tanto los taquizoitos y quistes tisulares son infecciosos por ingestion.

Taguizoitos: Estas etapas infectivas son células en forma de media luna, tienen un
tamafio aproximadamente de 5 um de longitud y 2 um de ancho, con un extremo apical

puntiagudo y un extremo posterior redondeado (Fig. 1y 2.A).

Estan limitados por una membrana compleja, llamada la pelicula, estrechamente
asociado con un citoesqueleto que participan en la integridad estructural y la motilidad
de la célula. Estos poseen una pared celular y una membrana citoplasmatica, un
sistema apical constituido por un conoide heterogéneo, implicado en los procesos de
invasion celular; las roptrias, las cuales son estructuras alargadas con una probable
funcién secretora de enzimas liticas (Dubremetz J. 2007); los sarconemas; los granulos
lipidicos dispersos por todo el citoplasma; nucleo, con un gran cariosoma central
(Mondragdbn M et al. 2005 & Nishi M et al. 2008); mitocondrias; vacuolas; reticulo
endoplasmatico; aparato de golgi; y plastidos unidos a membranas multiples

semejantes a un organulo llamado apicoplasto, el resultado de una posible adquisicion
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por el parasito a través de una endosimbiosis secundaria de un alga roja de vida libre
(Roos DS, et al. 1999).

Taquizoitos, forma activa de replicacion, responsable de la diseminacion de la infeccion
y de la destruccion tisular (Uribarren T. 2007). Se le encuentra en sangre y tejidos

durante la infeccién aguda (Black & Boothroyd J.2000).

Dense granule  Golgi body

Rough endoplasmic

! Apicoplast
reticulum

icroneme
\ Conoid

Apical
end

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondiitachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine @2001 Cambridge University Press

Figura 1. Ultraestructura del Taquizoito de T.gondii. Ajioka J, Fitzpatrick J and Reitter C. Expert Reviews

in Molecular Medicine: http://iwww-ermm.cbcu.cam.ac.uk. 2001.

Bradizoitos: resultan de la conversion de los taquizoitos en una etapa de division lenta
y forman los quistes tisulares (Fig. 2.B). Estos quistes son mas o menos esferoide en
las células del cerebro o alargados en las células musculares. Su tamafio varia entre
10um para los quistes mas pequeiios, que sélo contienen dos bradizoitos, hasta 100
um para los mas grandes, que contienen cientos o miles de bradizoitos densamente
empaquetados. La pared del quiste consiste en una membrana limitante presenta
numerosas invaginaciones y una capa subyacente de material granular denso en

electrones (Ferguson D. 2004). Bradizoitos tienen un metabolismo latente, adaptados a
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largos periodos de supervivencia. Los quistes permanecen en forma intracelular

durante toda su vida.

Esporozoitos: se encuentran dentro de los ooquistes maduros. Los ooquistes son
estructuras ovoides de 12 a 13 um que después de esporulacion contienen dos
esporozoitos, cada uno contienen cuatro esporozoitos (Fig 2.C). La pared del ooquiste
es una estructura extremadamente fuerte de multiples capas que protege al parasito de
dafios mecénicos y quimicos; permitiéndole al paréasito sobrevivir durante largos

periodos, hasta mas de un afio, en ambientes humedos (Fig 2.C) (Mai K, et al. 2009).

10uM

Figura 2. Estados Biologicos de T. gondii. A. Taquizoitos en muestras de lavado de fluido
broqueoalveolar. B. Quistes en cerebro de ratones infectados. C. Ooquistes no esporulados y Ooquistes

esporulados.

1.2.2.2 Ciclo devida

T. gondii es un coccidio que forma quistes tisulares que funcionan en un sistema
predador-presa que se alterna entre hospedadores definitivos (reproduccion sexual) e
intermediarios (reproduccion asexual). Es Unico entre este grupo que puede ser
transmitido no solo entre hospederos intermediarios y definitivos (ciclo sexual) sino
también entre huspedes intermediarios a través de carnivorismo(ciclo a sexual) o
incluso entre hospederos definitivos. Las fases de los ciclos sexuales y asexuales y la

dindmica de transmisién en un ambiente determinado varian segun las caracteristicas
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fisicas y de acuerdo a las estructuras de ambas poblaciones de huéspedes
intermediarios y definitivos (Alfonzo E et al. 2006).

La reproduccién sexual solo ocurre en los felinos (gatos domeésticos y silvestres).
Después de la ingestion de quistes presentes en los tejidos de los huéspedes
intermediarios, la pared del quiste es destruida por enzimas gastricas. Los bradizoitos
se establecen dentro de los enterocitos, donde son sometidos a un numero auto-
limitado de multiplicaciones asexuales, que se caracteriza por el desarrollo de
merozoitos dentro de esquizontes (Fig. 3) (Dubey JP. 1998).Este primer paso es
seguido por el desarrollo sexual, con la formacion de gametos masculinos y femeninos
(gametogonia)(Ferguson D. 2002).Después de la fertilizacion, los ooquistes formados
dentro de los enterocitos son liberados por ruptura celular y son expulsados en formas
no esporuladas en las heces de gato (Fig. 3). El proceso de esporogonia ocurre
después de pocos dias en el medio ambiente. Esto implica una reduccién meibtica y
cambios morfolégicos que llevan a la formacion ooquistes esporulados con dos
esporocitos, cada uno contiene cuatro esporozoitos haploides. La liberacion de
ooquistes comienza de 3 a 7 dias después de la ingestion de quistes tisulares y puede
continuar hasta por 20 dias. Los gatos infectados pueden liberar mas de 100 millones
de ooquistes en sus heces (Jones J, Dubey J. 2010; Dubey J, Frenkel J. 1972). Pueden
infectar un amplio rango de huéspedes intermediarios, practicamente todos los
animales de sangre caliente, desde mamiferos a aves, cuando son ingeridos en los
alimentos o0 agua. Los ooquistes también pueden ser infectivos en los gatos, aunque
con menos eficiencia. Dentro de los huéspedes intermediarios, el parasito sufre solo
desarrollo asexual. Después de la ingestibn de ooquistes, los esporozoitos son
liberados. Ellos penetran en el epitelio intestinal, donde se diferencian en taquizoitos.
Los taquizoitos se replican rapidamente por endodiogenia dentro de cualquier tipo de
célula y se diseminan por todo el organismo. A consecuencia de la conversién de
taquizoitos a bradizoitos, los quistes tisulares se originan a partir de los 7 a 10 dias pos
infeccion y pueden permanecer durante toda la vida de los huéspedes,

predominantemente en cerebro o musculo.

32



Tras la ingestion de estos quistes tisulares por un huésped intermediario a traves del
consumo de carne cruda o poco cocida, los quistes se rompen a medida que pasan a
través del tracto digestivo, causando la liberacion de bradizoitos. Los bradizoitos
infectaran el epitelio intestinal de nuevos huéspedes y se diferenciaran nuevamente a
estado de taquizoito de rapida division para diseminarse a través del organismo
(Figura. 3). Ademas, si durante el embarazo se produce la fase aguda, el parasito

puede atravesar la placenta e infectar al feto (transmisién congénita).

Intermediate hosts:
mammals, birds
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Figura 3. Ciclo de vida de T. gondii. Se muestra la biologia, infeccién y replicacién de los tres estados
del parasito en sus respectivos. Gangneux F & Dardé M. Clin. Microbiol. Rev. 2012, 25(2):264.

1.2.2.3 Mecanismos de invasion celular

T. gondii es capaz de migrar a lo largo del cuerpo del huésped; atravesar barreras
biologicas, entrar activamente al torrente sanguineo, invadir células nucleadas y

penetrar a sitos biolégicos no permisivos como la barrera hematoencefédlica, la
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placenta, y las paredes del intestino (Barragan A & Sibley D. 2003). Al mismo tiempo, el
parasito minimiza la exposicion a la respuesta inmune del huésped, por su rapida
entrada y salida de las células. Estas dos funciones comparten mecanismos comunes
que dependen de la regulacién de Ca?* (Hoff E, Carruthers V. 2002).

A diferencia de muchas bacterias y virus, T. gondii entra activamente a la célula, por un
mecanismo que es mediado por el citoesqueleto del parasito y regulado por la via de
secrecion dependiente de calcio especifica del parasito (Barragan A, Sibley LD. 2003;
Black M, Boothroyd J. 2000).EI proceso activo de invasion estd basado en la motilidad
y secrecion de proteinas por parte de organulos secretores del parasito, tales como los
micronemas, las rhoptries, y los granulos densos.

La fijacion a la membrana de la célula huésped es un paso previo a la invasion. El cual
requiere de la secrecion de adhesinas dependientes de calcio de los micronemas, tales
como las proteinas de los micronemas MIC2, que reconocen los receptores de la célula
huésped y promueven la reorientacion y fijacion del parasito. La invasion celular se
basa en una compleja interaccion entre la superficie de la célula huésped y el parésito,
un proceso llamado motilidad por deslizamiento (gliding), este proceso es promovido
por un sistema motor lineal intrincado promovido por interacciones actina-miosina y los
reordenamientos dindmicos del citoesqueleto del parasito (Carruthers V, Boothroyd J.
2007).La entrada es proceso rapido (15 a 30 s) de los distintos eventos endociticos
actualmente conocidos del huésped. Toxoplasma forma una estrecha asociacion entre
su extremo apical y la membrana de la célula huésped, llamada union en
movimiento.Esta estructra se mueve desde el extremo apical a el extremo posterior del
parasito, conduciendo a la internalizacion del parasito dentro de una vacuola
parasitéfora (PV). El establecimiento de esta uniébn en movimiento alrededor del
parasito invasor requiere la distribucion de un antigeno de membrana apical (AMA1)
sobre toda la superficie del parasito, también secretado por los micronemas, y de la
secrecion de las proteinas del cuello de las roptrias (RONSs), insertadas en la
membrana de la célula huésped (Dubremetz J. 2007).La formacion de la membrana
naciente de la vacuola parasitéfora (PVM) requiere de la secrecion de proteinas de las
roptrias. En los ultimos afios, se ha reconocido el papel importante de las proteinas de

la familia ROP2. De estas proteina, ROP18 esta asociada con la superficie citosoélica de
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la PVM y ejerce una actividad de proteina quinasa, la cual tiene un efecto profundo en
el crecimiento y virulencia del parasito (El Hajj H, et al. 2007), y ROP16 que es capaz
de manipular la expresion de los genes del huésped, afectando la secrecion de
interleucina (Laliberte J, Carruthers V. 2008).

Ademas de las proteinas de ROP, las proteinas de los granulos densos también
contribuyen a la formacion de la PVM durante la primera hora después de la
invasion.La mayoria de las proteinas transmembranas del huésped son eliminadas de
la PVM durante el proceso de invasion; este proceso modifica las caracteristicas
bioquimicas de la PVM y evita la fusibn con los lisosomas o cualquier vesicula
citoplasmatica. Las secreciones de los granulos densos también apoyan el desarrollo
de una compleja red de tubulos de membrana que se desarrollan desde la PVM y se
extienden hacia el lumen vacuolar (Mercier C et al. 2005). Se cree que esta red cumple
un papel en el desarrollo de intercambios entre el parasito y la célula huésped,
transportando nutrientes desde el citosol de la célula huésped o exportando proteinas
o lipidos desde el parasito hacia la PVM o la célula huésped. La PVM también esta
estrechamente relacionada con la mitocondria de la célula huésped, lo cual contribuye
al metabolismo del parasito. Dentro de la PV, los taquizoitos se dividen durante un ciclo
de 6 — 9 horas, por un proceso de endodiogenia, que conduce a la formacién de dos
células hijas dentro de cada célula madre. Ellos salen de la célula por lo general
después haberse acumulado de 64 a 128 parésitos en la PV (Black M, Boothroyd J.
2000). Su salida de la célula es un proceso activo que depende de un aumento en la
concentracion de calcio luego de la liberacion de los compartimientos intracelulares
(Sibley LD. 2010).

1.2.3 Patogenia

La patogenia de T.gondii se debe a su multiplicacion activa en los tejidos del hospedero
durante la fase aguda de la infeccién; para ello los quistes y ooquistes ingeridos del
parasito deben pasar la barrera natural del jugo gastrico y asi dar lugar a la liberacién
de los bradizoitos y esporozoitos en la luz del intestino (Carrada T. 2005); después de

Su penetracion en una ceélula, el parasito es separado del citoplasma celular por una
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vacuola sintetizada conjuntamente por él y la célula hospedadora, en el interior de la
cual los taquizoitos se multiplican formando clones o pseudoquistes; cuando el nimero
de taquizoitos es muy elevado la célula se rompe, liberdndolos al medio extracelular
para invadir macréfagos y otras células nucleadas (Sandoval | et al.2003) gracias a sus
movimientos y a la producciéon de hialuronidasas y lisozimas, de esta forma parasitan
por via linfohematdgena una variedad de dérganos particularmente tejidos linfaticos,
musculo esquelético, miocardio, retina, placenta, y mas frecuentemente, el sistema

nervioso central (Sandoval | et al .2003).

Su multiplicacién en los diferentes tejidos da lugar a pequefios focos de necrosis
rodeados de células inflamatorias, especialmente mononucleares (Sandoval | et al
.2003).Este periodo de proliferacién corresponde a la fase aguda de la toxoplasmosis y
es aqui donde el parasito es mas vulnerable a los farmacos. La extensién de la
necrosis tisular y la diseminacion dependen de la eficacia de los mecanismos
inmunolégicos humorales y celulares del hospedero, incluso después de la respuesta
inmunolégica efectiva, no se erradican los microorganismos formandose algunos
quistes tisulares que permanecen latentes toda la vida del huésped (Martin | & Garcia
S. 2003; Ospina, S. 1993).

En los pacientes VIH positivos cuando se produce depresion de su sistema inmune, la
proliferacion activa de los microorganismos puede causar la reactivacion de la
enfermedad local y su diseminacién. La localizaciéon de los quistes se encuentra con
preferencia en las células del sistema nervioso central, coriorretina y musculos
(esquelético y miocardio). Ocasionalmente los quistes pueden romperse y dejar en
libertad los bradizoitos; si son muchos los que se rompen se produce una reactivacion
de la enfermedad, que puede ser localizada o generalizada (Martin | & Garcia S et al
2003; De Miguel J et al .2002).

En el embarazo, mediante la diseminacion hematdgena, los taquizoitos llegan a la
placenta, aqui se reproducen y forman acumulos, tanto en el coribn como en la decidua

y aun en el cordon umbilical (Arias A. 2002). La transmision al embrion o feto ocurre por
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un mecanismo de pinocitosis, aunque se admite el paso a través del liquido amniotico
por deglucion fetal y sigue la secuencia: infeccion aguda, parasitemia materna,

infeccion placentaria, parasitemia fetal (Nazan Dalgig. 2008; Martin | & Garcia S. 2003).

El curso de la infeccidn de la toxoplasmosis en seres humanos y modelos animales
puede verse afectado por el tamafio del inéculo, la virulencia del organismo, el sexo, y
el estado inmunoldgico. Por otra parte, se ha reportado que el background genético
cumple un papel importante en el aumento de la susceptibilidad a T. gondii en los seres
humanos; y se ha sugerido que la HLA - DQ3 puede ser un marcador genético
asociado con la susceptibilidad a desarrollar encefalitis toxoplasmica (Mack D et al
1999).

1.2.4 Vias de transmision

Las principales rutas de transmision del parasito T. gondii se presentan por via
horizontal y vertical, sin embargo, el mayor nimero de transplantes de 6rganos, y la
transfusion de sangre o leucocitos hacen posible la transmision (Biagi, F. 2004). Otras
formas de entrada del parasito la constituye las vias respiratorias, mucosal (conjuntival)

y cutanea siendo éstas menos frecuentes (Martin |. 2004).

1.2.4.1 Transmision Horizontal

La mayoria de las transmisiones horizontales a los seres humanos se producen por la
ingestion de carne cruda o poco cocida que contenga quistes tisulares, o por la
ingestion de ooquistes excretados por las heces de gatos parasitados y madurados en
el ambiente(Martin I. 2004). La contaminacion de aguas u hortalizas por ooquistes, o la
manipulacion de tierra o plantas que estén en contacto con excrementos de gato,
pueden facilitar la contaminacién de los alimentos crudos o la transmision por via oral,
a través de las manos (Conrada A et al. 2005) Una vez ingeridos, la pared externa de

guistes y ooquistes se rompe por digestion enzimatica y las formas infecciosas del
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parasito son liberadas a la luz del intestino para invadir rapidamente las células
colindantes (Black M & Boothroyd J. 2000).

1.2.4.2 Transmisiéon Vertical

Se produce en mujeres embarazadas cuando son afectadas por una infeccion primaria
con los taquizoitos en fase de division rapida, circulando por el torrente sanguineo;
generalmente tiene lugar en el curso de una infeccion materna silenciosa o0 sin
diagnosticar (Rorman E et al.2006).Diversos factores como el inéculo parasitario, la
virulencia de la cepa y el estadio evolutivo de la placenta van a condicionar la
posibilidad de una infeccion fetal que se incrementa con la edad de la gestacion (De
Miguel J et al .2002), siendo mayor durante el tercer trimestre. Por otra parte, el grado
de afectacion fetal es mayor cuando la infeccion se produce en las primeras semanas
del embarazo (Gangneux F & Dardé M. 2012; Carrada T. 2005; Gagne S. 2001).

1.2.5 Respuestainmune frente a T.gondii.

La respuesta inmune para la infeccion con T.gondii varia considerablemente
dependiendo de la presentacion clinica de la enfermedad. La respuesta inmune local y
sistémica puede variar entre individuos y la respuesta inmune parece depender
fuertemente del background y estado inmunoldgico del huésped (Suzuki Y, Remington
JS ,1993). Teniendo en cuenta que la infeccidon natural en los seres humanos en la
gran mayoria de los casos pasa desapercibida o los signos y sintomas se desarrollan
sb6lo semanas después de la infeccion, muy pocos estudios se han realizado para
dilucidar respuesta inmune frente a T. gondii en humanos (Luft B, Remington J. 1992).
La respuesta inmune contra este parasito, implica tanto la inmunidad humoral

(anticuerpos) como la celular (linfocitos T y sus productos) (Pfaff A et al. 2007).

La respuesta inmune humoral en mucosas inicia con la produccién de IgA en respuesta
a la infeccion por el parasito a nivel de intestino. Este anticuerpo constituye mas del

80% de anticuerpos en mucosas y ha demostrado ser indicador importante de la
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infeccion y excelente modulador de la proteccion a reinfecciones. Puede ser detectada
luego de dos semanas iniciada la infeccion, manteniendo titulos entre 5 dias y 4

semanas (Schulthess et al., 2008) (Figura 4).

Si el paréasito evade la respuesta inmune de las mucosas, se promueve rapidamente la
produccion de niveles detectables de IgM e IgG en suero, siendo estos de vital
importancia en el diagnéstico de la toxoplasmosis en humanos (Waree, 2008). La
evolucion de anticuerpos inicia con niveles elevados de IgM que aparecen de 1 a 2
semanas post-infeccidon, mantienen un pico durante aproximadamente 2 meses Yy
descienden lentamente durante 6 a 9 meses. Los titulos de IgG aparecen de 1 a 2
semanas después de la aparicion de la IgM, ascienden lentamente hasta alcanzar su
pico (= 1000 Ul/ml) a los 2 a 4 meses iniciada la infeccion para luego descender y
permanecer positivos durante toda la vida del hospedero (Jenum & Stray-Pedersen,
1998) (Figura 4).

Los anticuerpos IgG especificos, al parecer, se dirigen contra determinantes
antigénicos proteicos de la superficie del taquizoito; esto y su capacidad para la fijacion
del complemento resulta en un mecanismo de resistencia a la infeccién, puesto que los
taquizoitos opsonizados son susceptibles a la destruccion por la via lisosomal en las
células fagociticas (Munoz et al., 2011). A pesar de que la produccién de anticuerpos
promueve la opsonizacion, la fagocitosis y la activacién del complemento, la inmunidad
humoral no constituye el mecanismo efector mas eficiente contra la replicaciéon del

parasito.
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Figura 4. Cinética de los anticuerpos durante la infeccion por T.gondii. Gangneux F & Dardé M.
Clin. Microbiol. Rev. 2012, 25(2):264.

La respuesta inmune celular inducida por T. gondii se caracteriza por limitar la
replicacion de taquizoitos durante la fase aguda de la infeccion y por promover el
establecimiento de las formas latentes del parasito (Hunter & Sibley, 2012). Al ser
estimulados por los taquizoitos, los macrofagos producen IL-12, la cual activa las
células NK vy los linfocitos T para producir IFN-y; crucial para la resistencia contra el
parasito. El IFN-y y el TNF-a actuan sinérgicamente para mediar la eliminacién de
taquizoitos por parte de los macréfagos. La combinacién de estas citoquinas resulta en
una mayor produccion de radicales libres y de 6xido nitrico importantes en el control de
la replicacion de taquizoitos (Munoz, Liesenfeld, & Heimesaat, 2011; Waree, 2008). Los
linfocitos T CD4+ y CD8+ son consideradas las principales células efectoras
responsables de la proteccién contra T. gondii. Los linfocitos T CD8+ secretan IFN-y y
exhiben in vitro actividad citotoxica contra células infectadas. Los linfocitos Thl
producen IFN-y e IL-2, la cual induce la activacion de células NK y de linfocitos T que
actian de manera citotoxica contra células infectadas por T. gondii; mientras que los
linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-10 asociadas con la regulacién negativa de la
inmunidad protectiva mediada por células (Filisetti & Candolfi, 2004; Munoz et al., 2011)
(Figura. 5.A,B).
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Figura 5. Respuesta immune imnata frente a T.gondii. A. Fuentes celulares de IFN-y durante la infeccion
por T.gondii. B. Mecanismos efectores para la eliminacion del parasito en las células infectadas mediado

por IFN-y. Yarovinsky F. Nature Reviews Immunology; 2014:14,109-121.

1.2.6 Genética del parésito

El genoma de Toxoplasma gondii consta de tres componentes de ADN, los cuales se
localizan en el nucleo, apicoplastos, y mitocondrias. EI genoma nuclear es haploide
para la mayoria de los estadios, excepto por una breve fase diploide en el intestino del
gato antes de la meiosis (Ajioka J et al. 2001). Este parasito posee un genoma nuclear
de 65 Mb, constituido por 14 cromosomas, los cuales comprende un tamafio genético
total de 592 cM y un promedio de unidades genéticas de 104 kb/cM (Figura. 6). T.
gondii también posee un genoma mitocondrial de 6 kb y un genoma episomal de 35 kb

conocido como plastidios (Khan A et al.2005).

El proyecto del genoma de Toxoplasma predice alrededor de 8000 genes con
diferentes grados de confianza. A través del empleo de herramientas biolégicas, como

la proteémica y los EST (expressed sequence tag) han sido identificados cerca de un
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tercio (2.252) del total de las proteinas del parasito (Dong Xia et al. 2008). Estudios han
revelado la presencia de un gran numero de genes que codifican para distintas
proteinas del parasito, dentro este grupo de genes podemos mencionar la superfamilia
de genes SRS de T.gondii que estan relacionados estructuralmente con SRS29B
(anteriormente SAG1), una adhesina de superficie que se une a la célula huésped y
estimula la inmunidad del huésped. Los analisis genOmico comparativo de las tres
cepas de Toxoplasma identificaron 182 genes SRS distribuidos a través de 14

cromosomas en 57 loci del genoma (Figura. 6) (Wasmuth JD, et al. 2012).

Toxoplasma gondii posee una familia multigénica especifica que solo esta presente en
este organismo, sin homodlogos en otras especies: una familia denominada familia-
especifica de Toxoplasma (TSF). Esta familia se localiza en gran parte en las regiones
cromosoémicas sin similitud con N. caninum (regiones 3, 5y 17) y varia en tamafo entre
las cepas de T. gondii. Todos los diez miembros de TSF de T. gondii ME49 fueron
expresados durante la etapa de taquizoitos.

Motivos ricos en lisina-arginina estan sin embargo presente en secuencias que sugiere
posibles sefales de localizacion nuclear. Por ello, hemos llamado a esta familia rica en
lisina-arginina de funcién desconocida (KRUF). Los genes KRUF parecen estar
expandido grandemente en la cepa GT1 de T. gondii, con un maximo de veinte
miembros (Gajria B et al.2008) y se expresan en niveles muy altos en las etapas de

taquizoitos y bradyzoite.

La familia ApiAP2 representa el mayor grupo de factores de transcripcién de los
apicomplexas. Ellos han sido implicados, por ejemplo, en el control del ciclo de
desarrollo intraeritrocitico (IDC) (Painter H et al. 2011) y el desarrollo de esporozoitos
(Yuda M et al. 2010) En Toxoplasma estos genes son importantes para la regulacion de

la expresion de genes de invasion.
Los andlisis en genética de poblacién basados en RFLP indican que T. gondii presenta

tres linajes clonales definidos: tipo I, tipo Il y tipo Il (Khan A et al. 2007; Lehmann T et

al. 2006; Nowakowska D et al. 2006; Gallego D. 2005) que corresponde al analisis del
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locus polimérfico del antigeno de superficie SAG2. El tipo | estda mas frecuentemente
asociado con casos graves de toxoplasmosis congénita por su alta capacidad
migratoria en la matriz extracelular (Su C et al. 2002); el tipo Il se ha encontrado en
casos de reactivacion en pacientes con sida, debido al alto potencial de desarrollar
bradizoitos que incrementan la formacion de quistes cerebrales; el tipo Ill se ha aislado

comunmente de animales y, ocasionalmente, en casos humanos (Gallego D. 2005).

La publicacion relativamente completa de conjuntos de datos de marcadores de
secuencias expresadas (EST) al dominio publico ha facilitado en gran medida una serie
de estudios que permiten comparar las diferentes cepas de T. gondii. Toxoplasma tiene
una estructura poblacional altamente clonal en Europa y Norteamérica (Grigg M et al.
2001; Sibley L & Boothroyd J.1992), mostrando comparativamente baja divergencia
dentro de linajes y comparativamente alta divergencia entre el linaje [aproximadamente
un 0,5% y el 5% a nivel del acido nucleico, respectivamente (Grigg M et al. 2001; Oyle
J et al.2006). Cuando los EST existentes de cada uno de los tres linajes fueron
agrupados a un proyecto del genoma MEA49, diferentes regiones del genoma, y
eventualmente los cromosomas totales, mostraron el mismo patron ancestral (Oyle J et
al.2006) y proporcioné un fuerte apoyo a que una cepa de tipo Il tuvo un progenitor de
ambos tipo | y tipo Il y que estos dos linajes dominantes emergieron de un ndmero
muy limitado de cruces genéticos (Oyle J et al.2006). Estos patrones han sido
confirmados por andlisis posteriores de datos de la secuencia completa del genoma.
Por ejemplo, un aislado de T. gondii ugandés (TgUgCK2) se secuencié completamente
utilizando pirosecuenciacion 454, y basados en comparaciones de SNP de todo el
genoma se encontré que se originaban de un cruce relativamente reciente entre los

miembros de los linajes tipo Il y tipo Il (Adomako Y et al. 2012; Bontell | et al. 2009).
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Figura 6. Representacion esquematica del genoma de T.gondii. Khan A et al. Nucleic Acids
Research, 2005;33(9):2980-2992.

1.2.7 Epidemiologia

Estudios realizados sobre toxoplasmosis a nivel mundial han mostrado una variacién
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 (Petersen E. 2007) ; es asi como en Europa, la alta prevalencia de la
infeccion ha sido atribuida al consumo de carne cruda o poco cocida, mientras que la
alta prevalencia en América Central y otros paises en via de desarrollo ha sido
atribuida al bajo estatus socioeconémico y la frecuencia de gatos callejeros en clima
favorable para la supervivencia de los ooquistes de T. gondii. Ademas, se ha
establecido que la infeccion es mas frecuente en lugares de climas calidos y de

altitudes bajas que en regiones montafiosas de clima frio y seco (Elsheikha H. 2008).
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La prevalencia de la infeccién por T. gondii en mujeres embarazadas en Europa es de
7.7 a 45%; en paises de Africa se han reportado prevalencias de 53,6 a 78%, en Asia
de 10.9 a 75.2% (Chien-Ching H et al 2007), y en Latinoamérica 51-72% (Rorman E
et al 2006).

En Colombia, de acuerdo con el Estudio Nacional de Salud realizado entre 1977 y
1980, la tasa de seroprevalencia en mujeres en edad fértil varié entre 42,5% y 54,4%,
siendo mayor en las regiones Atlantica y Oriental y menor en las regiones Pacifica y
Central (Rosso F et al. 2007). En los dltimos afios, se han realizado diversos estudios
en diferentes regiones del pais para establecer cifras de prevalencia e incidencia de la
infeccion producida por T. gondii en embarazadas, es asi como, se han reportado
prevalencias del 60% en Quindio, 58% en Cesar, 46,2% en Valle del Cauca y 56% en
el departamento de Sucre con una incidencia del 2% (Rosso F et al. 2007; Machado N
et al. 2004).

1.2.8 Manifestaciones clinicas

En personas inmunocompetentes, solo 10-20% de las infecciones son sintoméaticas
(Ginorio D. 2001). El curso suele ser benigno y autolimitado; generalmente se
manifiesta por linfadenopatia cervical no dolorosa, sin supuracion, acompafiada o no
por fiebre, faringitis, exantema maculopapular, mialgias, hepatoesplenomegalia y

linfocitos atipicos (Carrada T. 2005).

1.2.8.1 Toxoplasmosis congénita

La transmision al feto ocurre principalmente en mujeres que adquieren la infeccion
primaria durante el embarazo (Montoya J & Remington J. 2008). La transmision
congénita, en raros casos, ha sido detectada en mujeres embarazadas con infeccion
cronica cuya infeccion ha sido reactivada debido a su condicion de
inmunocomprometida (Garweg J et al. 2005; Liesenfeld O et al 1997).La transmision
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materno fetal se produce entre 1 y 4 meses después de la colonizacion de la placenta
por parte de los taquizoitos. La placenta permanece infectada durante el embarazo, y
por lo tanto sirve de depdsito para el suministro de organismos viables al feto durante
todo embarazo (Dubey J et al .2009; Cook A et al. 2000). La toxoplasmosis congénita
clasica se caracteriza por la tétrada descrita por Sabin en 1942: coriorretinitis,
hidrocefalia, calcificaciones intracraneales y convulsiones (Paquet C et al. 2013)

(Imagen 1. Ay B).

Los recién nacidos infectados durante el primer trimestre de gestacion, entre el 10 y
23% muestran signos clinicos de toxoplasmosis al nacer. Los signos clasicos de la
toxoplasmosis (retinocoroiditis, calcificaciones intracraneales e hidrocefalia) se
manifiestan en el 10% de estos recién nacidos, mientras que el otro porcentaje muestra
una variedad de sintomas, que van desde alteracion del SNC hasta sintomas no
especificos de infeccidn aguda (retinocoroiditis, convulsiones, hepatoesplenomegalia,
fiebre, anemia, ictericia, linfoadenopatias, etc.). Aproximadamente, el 12 - 16% de
estos recién nacidos mueren por la enfermedad. Los infantes sobrevivientes sufren de
retraso mental progresivo u otras deficiencias neurolégicas (J. Remington, MclLeod,
Wilson, & Desmonts, 2011; Tenter et al., 2000).

Cuando la transmisién congénita ocurre en estados tardios del embarazo, los efectos
en el feto son menos severos y mas del 80% de neonatos que adquieren la infeccion
durante el tercer trimestre de gestacion desarrollan la enfermedad de manera
asintomética. En aproximadamente el 60 — 80% de estos recién nacidos infectados
prenatalmente, la infeccion es subclinica y puede ser diagnosticada principalmente por
métodos serologicos (Rorman, Zamir, Rilkis, & Ben-David, 2006). Aunque estos
infantes parezcan saludables al nacer, pueden desarrollar sintomas clinicos y
deficiencias mas tarde en la vida que afectan principalmente ojos (retinocoroiditis,
estrabismo, ceguera), SNC (deficiencia psicomotriz, convulsiones, retardo mental) u
oido (sordera) (Kieffer & Wallon, 2013; Kravetz & Federman, 2005; Solis, 2010).
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1.2.8.2 Toxoplasmosis ocular

La toxoplasmosis ocular es una enfermedad producida por T. gondii a través de la rutas
congénita y adquirida (Park Y & Nam H. 2013).Esta parasitosis afecta la retina y las
coroides subyacentes, causando retinocoroiditis, la manifestacion mas comun de la
toxoplasmosis ocular (Smith & Cunningham, 2002). La retinocoroiditis se describe
como lesiones maculares pigmentadas con un area central necrdtica, las cuales se
puede observar mediante el examen del fondo del ojo. En mas de 50% de los casos de
toxoplasmosis congénita ocular, las lesiones se encuentran en el polo posterior de la
retina (Kaye A. 2011; Bonfioli & Orefice. 2005).

1.2.8.3 Toxoplasmosis cerebral

La toxoplasmosis cerebral resulta de un estado de inmunodeficiencia y constituye la
infeccion mas oportunista en pacientes con VIH- SIDA (Lépez M. 2009).El cuadro
clinico se debe a una reactivacion latente del parasito, esta enfermedad se presenta
con abscesos cerebrales multiples, cuando la cuenta total de CD4 es menor de 200
células/mm? (Imagen 1.D). La infeccién del sistema nervioso por toxoplasmosis ocurre
en el 40% de los pacientes con SIDA y es la enfermedad oportunista mas frecuente del
sistema nervioso central. La encefalitis toxoplasmica es la manifestacion clinica mas
comun y ocasiona a los pacientes sintomas como: cefalea, fiebre, deterioro de la
conciencia (confusion mental, letargia), trastornos cognitivos y conductuales, focalidad
motora, convulsiones focales, paralisis de los pares craneales, ataxia, trastornos
cerebelosos, trastornos sensoriales, ceguera cortical y neuropatia periférica
(Casanovao R et al.2002).
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Imagen 1. Manifestaciones clinicas de la toxoplasmosis: A. Hidrocefalia, B. Microglia, C. Retinal scars
linked by vitreous strand in congenital toxoplasmosis., D. Toxoplasmosis cerebral. Tomado de las
pagina web: http://www.studyblue.com/notes/note/n/toxoplasma-gondii/deck/5152748 y del
articulo de Commodaro A et al.Ocular toxoplasmosis - an update and review of the literature. Mem
Inst Oswaldo Cruz, 2009; 104(2):345-350.

1.2.9 Técnicas de diagndstico

Los métodos usados para el diagndstico de la toxoplasmosis difieren en las distintas
situaciones clinicas, segun se quiera demostrar: infeccibn adquirida en el
inmunocompetente, toxoplasmosis en el inmunodeficiente, toxoplasmosis ocular o
infeccion fetal. Dado que la mayor parte de las veces los sintomas no existen o son
poco especificos, el diagnéstico se fundamenta en el estudio de los anticuerpos
producidos contra el parésito y en la deteccion directa de éste. Varias técnicas de
laboratorios son empleadas en el diagnostico de la toxoplasmosis es decir, aislamiento,

serologia, analisis de proteinas y pruebas moleculares.

1.2.9.1 Aislamiento del parasito

El aislamiento de Toxoplasma de sangre u otros fluidos biolégicos permite establecer el
diagnostico de infeccion aguda y puede realizarse por inoculacion en ratones de
laboratorio (Desmonts et al, 1985) o el cultivo celular en fibroblastos humanos (Hofflin &
Remington, 1985). El inconveniente del primero radica en que es un método que

consume mucho tiempo para obtener los resultados (3 a 6 semanas) y en el segundo
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caso aparte del tiempo (4 a 15 dias) son muy frecuentes las contaminaciones (Priya et
al, 2002).

1.2.9.2 Pruebas seroldgicas

Existen varias pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos de T. gondii como
DT (Sabin y Feldman, 1948), IFAT, la HAI (Jacobs y Lunde, 1957), CFT, MAT
(Desmonts y Remington, 1980), LAT y DAT (Dubey y Desmonts, 1987;. Devada et al,
1998).

1.2.9.2.1 Prueba del azul de metileno (Dye Test)

Es la “gold standard” de las pruebas seroldgicas para la deteccion de los anticuerpos
contra T. gondii en seres humanos. Mide preferentemente anticuerpos de tipo IgG, es
una prueba seroldgica altamente especifica y sensible, pero cuyas dificultades técnicas
y su peligro al usar parasitos vivos, limitan su empleo a un reducido namero de
laboratorios especializados (Dubey, 1994). Necesita ademas un factor accesorio
(complemento sérico humano), proveniente de personas sanas. Como antigenos se
utilizan Toxoplasmas vivos, ya que estos pierden la capacidad de colorearse con azul
de metileno al ponerse en contacto con sueros que contienen anticuerpos debidos a
Toxoplasma, pudiéndose observar al microscopio corriente o con contraste de fase.
Los parasitos alterados por la accién de los anticuerpos, no toman el colorante. Si el
50% o mas se encuentran sin tefiir la reaccidén es positiva. Se informa como titulo la
dltima dilucién del suero en la cual se encuentra la reacciéon positiva. Es un método de
alta especificidad pues no hay reaccidon cruzada con otros protozoos o agentes

infecciosos (Aguilar F. 1997).

1.2.9.2.2 Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)

Es una técnica especifica, reproducible, simple, rapida y de facil disponibilidad.

Proporciona resultados en todas las fases de infeccion, pudiendo detectar anticuerpos
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especificos contra Toxoplasma de tipo IgG, IgM o IgA. Se utilizan Toxoplasmas
muertos por formol o liofilizados. La inmunoglobulina presente en el fluido bioldgico del
paciente se adhiere a la pared del parasito, donde se ponen de manifiesto por medio de
anti-inmunoglobulina humanas conjugada con isotiocianato de fluoresceina. Necesita
de un microscopio de luz fluorescencia. La lectura se facilita por una tincion con azul de
Evans. Los titulos son tan altos como los de la prueba de Sabin Feldman. Es una
prueba sensible y especifica pero puede dar algunas reacciones cruzadas (Aguilar F.
1997).

1.2.9.2.3 Prueba de aglutinacion modificada (MAT)

Es sensible y especifica. Los taquizoitos de Toxoplasma fijados en formol son
adicionados a las placas de micro titulacion y luego se adicionan las diluciones de los
sueros problemas. Las muestras positivas produciran aglutinacién, mientras que las
muestras negativas produciran un "botén" de precipitados de taquizoitos en la parte
inferior del pozo. La prueba es simple y facil de realizar aunque se requieren

cantidades relativamente grandes de antigeno (Sudan V et al. 2013).

1.2.9.2.4 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Utiliza antigenos crudos solubles fijados en las paredes de los pocillos de las placas de
microtitulacién y la reaccién antigeno-anticuerpo se aumenta por la adicibn de un
anticuerpo secundario ligado a enzima, la reaccion se puede evaluar objetivamente por
cuantificacion del color revelado por un lector de ELISA. El procedimiento es facil de
realizar, econémico y facilmente adoptable para uso en el campo (Anthony et al.1980;
Spencer et al. 1980). La técnica ELISA ha sido una valiosa herramienta en el
diagnostico de enfermedades parasitarias ya que puede ser utilizada en la busqueda
de antigenos y anticuerpos en diferentes tipos de muestras. El Ensayo
inmunoenziméatico ha permitido la deteccion de anticuerpos antitoxoplasmicos,
utilizando tres principios para la deteccion de estos anticuerpos: la inmunocompetencia,

el método indirecto y la inmunocaptura (Martin | & Garcia S. 2003).
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1.2.9.3 Diagndéstico molecular

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método usado para sintetizar y
amplificar secuencias especificas de ADN a partir de un ADN molde (Morel G et
al.2003), ha sido aplicada como método de diagnostico de diferentes enfermedades y
consiste basicamente de tres etapas: desnaturalizacion del ADN, alineamiento de los
primers y extension de la nueva cadena por la accion de la enzima DNA polimerasa
(Dennis Y et al. 2006).Estas etapas se repiten ciclicamente produciendo copias de ADN

en forma exponencial.

Se han implementado variantes de la PCR convencional como son la PCR anidada,
RT-PCR, PCR multiple, PCR en tiempo real. Los avances tecnologicos para mejorar el
rendimiento de termocicladores de PCR y la deteccién de la sefal de fluorescencia en
la década de 1990, permitio la introduccion un método de PCR de segunda generacion
en 1996 que emplea la quimica TagMan. Este método utiliza una sonda fluorescente
etiquetada doblemente (sonda TagMan) que se aflade a la mezcla de reaccién de PCR.
La actividad 5~ exonucleasa de la ADN polimerasa desplaza y digiere la sonda TagMan
sobre la extension del cebador. Esto provoca la liberacidon de la sefal fluorescente del
apagador (quenched), la cual es medida durante cada ciclo de PCR en un sistema de
deteccion de tubo cerrado, de ahi el término tiempo real. Una camara digital capta las
sefales de fluorescencia en tiempo real y los datos se almacenan en el ordenador del
computador, todo el andlisis post -PCR es computarizado. EI monitoreo en tiempo real
de la acumulacién de productos de PCR conduce a sistemas de PCR totalmente
cuantitativos que han sustituido a todos los métodos de PCR cuantitativos

convencionales para aplicaciones de investigacion (Pusterla N et al. 2006).

Recientemente, la PCR en tiempo real ha sido introducida en el diagnostico molecular
de enfermedades como la Toxoplasmosis por ofrecer mayor sensibilidad vy
especificidad en la deteccién del ADN del parasito (Switaj K et al.2005), esta técnica
combina el diagndstico y la cuantificacidbn en muy pocos pasos, ademas mediante la

deteccion fluorescente se puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN
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sintetizado (Higuchi R et al. 1993).Una de las ventajas de esta técnica sobre la PCR
tradicional es su rapidez, al no necesitar ningun proceso adicional de deteccion, utilizar
sistemas cerrados y que el riesgo de contaminacién disminuye(Costa J.2004). La PCR
en tiempo real utiliza la actividad 5 nucleasa de la Tag DNA polimerasa para cortar una
sonda de hibridizacién con una region no extendible marcada con fluorecencia durante
la etapa de extension de la PCR(Lin M et al.2000).Esta herramienta se ha utilizado para
detectar y cuantificar Toxoplasma gondii en diferentes muestras clinicas como sangre
(Contini C et al.2005), liquido amniético (Roman S et al. 2004), humor acuoso (Simon A
et al. 2004) y liquido cefalorraquideo (Reischl U et al. 2003). Ademas, se ha logrado
estimar la carga parasitaria en muestras de sangre y fluido cefalorraquideo de
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y con
diagndstico clinico y seroldgico confirmado para toxoplasmosis.

Una PCR cuantitativa sensible (PCR-QC) basada en la amplificacion de un fragmento
no codificante de ADN de 529 pb que esta repetido de 200 a 300 veces en el genoma
de T. gondii se ha descrito anteriormente (Homan et al. 2000). EI ADN del parasito se
detectd en el liquido amni6tico de pacientes toxoplasmicas, asi como en diversos
tejidos de ratones infectados. El ensayo fue mas sensible que la PCR B1 y permitié una
estimacion razonable de los nUmeros de quiste de cerebro. EI QC- PCR se utilizé con
éxito para cuantificar taquizoitos contenidos dentro de las muestras en un rango de 10?

a 10* taquizoitos.

Nagy et al.( 2006 ) compararon la PCR convencional, PCR fluorescente con el andlisis
de fragmento de ADN , la PCR cuantitativa en tiempo real con SYBRGreen | y con la
deteccién de sonda de hibridacion de transferencia de energia de fluorescente (FRET)
y encontré que la PCR convencional junto con la PCR cuantitativa en tiempo real tiene
un limite de deteccion de 1,000 parasitos, seguido por PCR fluorescente con un limite
de deteccion de 10 a 100 parasitos, vy, finalmente, la PCR en tiempo real utilizando
sondas de hibridacion de transferencia de energia de fluorescencia puede detectar un

parasito.
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La PCR es una técnica altamente sensible, especifica y rapida para la deteccion de T.
gondii. Sin lugar a dudas, los bioensayos murinos son mas sensibles que la PCR con
respecto al aislamiento de T. gondii, pero de hecho, el significado ultimo de deteccion
de la toxoplasmosis basado en la PCR es que la PCR puede detectar ADN del parasito
incluso cuando los tejidos disponibles para las pruebas se encuentran en estado de
descomposicion; en contraste los bioensayos, so6lo pueden detectar parasitos viables.
Por otra parte, el tamafio de la muestra analizada es muy importante en la deteccién de
incluso bioensayos y es muy posible que la etapa parasita en la muestra a ensayar se
ha baja o escasa y muestre una distribucion focal en los tejidos. En los bioensayos se
perdera la deteccion en cualquiera de estos casos. Pero PCR darda amplificacion
incluso si el estado parasitario esta muerto o en muy bajo nimero. PCR permite
detectar incluso 0,1 pg de ADN, incluso muy pocos taquizoitos son suficientes para el
diagndstico exacto, no importa si estan vivos o muertos (Sudan V et al. 2013).

Diversos estudios se han desarrollado para mejorar la sensibilidad y especificidad del
PCR en tiempo real, por lo cual se han evaluado dos blancos especificos del genoma
del parasito como el gen B1 de funcién desconocida, de copia Unica y conservado en
todas las cepas del parasito (Kompalic A et al. 2007) y la secuencia de 529 pb
recientemente estudiada RETg (Elemento repetido de T. gondii) repetida de 200-300
veces en el genoma (Edvison B et al. 2006; Homan W et al. 2000).También, se evalué
la sensibilidad y especificidad de la técnica en muestras de sangre y fluido
cefalorraquideo de pacientes con toxoplasmosis cerebral infectados con VIH
encontrandose un 97% de sensibilidad y un 87% especificidad para el blanco de 529pb
RETQ, y valores de 87% y 97% de sensibilidad y especificidad respectivamente para
B1, esta investigacion demostrd esta técnica puede ser una herramienta util en el
diagnodstico de la toxoplasmosis cerebral en pacientes con SIDA (Mesquita R et al.
2010).

1.2.10 Tratamiento

Son numerosos los medicamentos utilizados en el tratamiento de la toxoplasmosis, la
mayoria de los cuales actuan sobre la via del metabolismo del folato y en la sintesis de

proteinas, destruyendo los taquizoitos y controlando su fase de proliferacion, dentro de
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este grupo se incluyen: pirimetamina, sulfonamidas, clindamicina y espiramicina
(Remesar G & Carreras |. 2009;Pardo A et al. 2004). Otros farmacos como la

azitromicina, y atovacuona acttan sobre los quistes titulares (Gémez J et al. 2002).

El esquema de tratamiento en la embarazada con infeccion por T. gondii debe incluir
en el primer trimestre, la administracion por via oral de 2 6 3 g de espiramicina por
dia, esta droga no es teratogénica, no trata la infeccion en el feto, es indicada para
mujeres embarazadas con sospecha de haber adquirido la infeccién aproximadamente
a las 18 semanas de gestacion. El tratamiento con espiramicina se debe continuar
hasta el parto en mujeres con baja sospecha de infeccion fetal o en embarazadas con
resultados negativos tanto para PCR de liquido amniético y ecografia. Durante el
segundo y tercer trimestre, el tratamiento de esta parasitosis incluye dosis de
pirimetamina 100 6 200 mg el primer dia y después 25 a 30 mg diarios con sulfadiazina
4 u 8 g diarios, complementada con &cido folinico (Montoya J & Remington J. 2008). En
los nifios con toxoplasmosis congénita se sugiere mantener un tratamiento durante 12
meses que consiste en el suministro de pirimetamina, sulfadiazina complementado con

acido folinico.
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2. METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDIO

El presente es un estudio transversal descriptivo, a través del cual se evaluo la utilidad
de la técnica de PCR en tiempo real para el diagnostico de la toxoplasmosis congénita
en muestras de sangre periférica de gestantes del departamento de Sucre con

diagnostico serolégico confirmado para pruebas IgG e IgM antiToxoplasma.

2.2 AREA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el departamento de Sucre, localizado en el norte del pais,
en la region de la llanura del Caribe; ubicado entre los 10°08°03” y08°16’46” de latitud
norte y los 74°32’35” y 75°42’25” de longitud oeste.Posee una extension territorial de
10.670km?, distribuidos territorialmente en 26 municipios y cuenta con una poblacién
total de mas de794.904 habitantes, 516.355 ubicados en cascos urbanos y los 278.549
restantes en zona rural (Figura 7). Las zonas bajo estudio fueron los municipios de
Sincelejo, Corozal, Santiago de Tolu, San Marcos, Sampués y Ovejas pertenecientes al
departamento de Sucre, Colombia, el cual registra una prevalencia de infeccion por T.

gondii en gestantes del 56%, y una incidencia del 2% (Machado N et al. 2004).
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SUCRE

Figura 7. Area de estudio, Departamento de Sucre donde se indican los municipios de muestreo.

Tomado de: https://www.google.com.co/search?g=mapa+sucreé&.

2.3 POBLACION DE ESTUDIO

Estuvo representada por 220 mujeres embarazadas que asistieron a los programas de
control prenatal en los centros de salud de los municipios en estudio, entre los meses
de enero y diciembre de 2013. Las gestantes del estudio cumplian con los siguientes
criterios de inclusion: residir en el departamento de Sucre, asistir a control prenatal,
tener una edad gestacional comprendida entre los 2 y 8 meses de embarazo y no estar

bajo ningun tratamiento que incluyera drogas inmunosupresoras.
Para realizar los ensayos de biologia molecular, la poblacion de estudio fue clasificada

en tres grupos teniendo en cuenta el diagnostico seroldgico como se observa en la
Tabla 1.
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Grupo ELISA IgG e IgM antiToxoplasma
Sospecha  de infeccion aguda
Grupo | (gestantes IgG positivo e IgM positivo
antiToxoplasma)

Sospecha infeccidén crénica (gestantes

Grupo Il IgG positivo e IgM negativa)
Gestantes sin la infeccion(lgG negativa
Grupo Il e IgM negativa antiToxoplasma)

Tabla 1. Grupos establecidos a partir del diagndéstico serolégico por prueba ELISA.

A cada una de las participantes le fue ofrecida una charla informativa sobre la
toxoplasmosis y acerca de la investigacion. Ademas, se solicitdé el consentimiento
informado para el procesamiento de las muestras (Anexo A) y se aplicé un formato tipo
encuesta para determinar los posibles factores de riesgo que inciden en la aparicion de

la toxoplasmosis en mujeres embarazadas de este municipio (Anexo B).

El tamafio de la muestra fue determinada mediante el software Raosoft® y se tuvo en
cuenta la poblacion estimada de 15550 embarazadas en el departamento de Sucre
para el afio 2011 (Secretaria de Salud Departamental - Seccional Sucre), la
seroprevalencia para toxoplasmosis en embarazadas de este municipio del 56%

(Machado et al., 2004), un nivel de confianza de 95% y un error estandar de 8%.

2.4 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
2.4.1 Obtencién de muestras

Personal calificado tomo aproximadamente 8 mL de sangre periférica de cada gestante
por venopuncién con sistema Vacutainer™ 'para las pruebas de diagnostico de la

toxoplasmosis; de los cuales, 4 ml de sangre se almacenaron en un tubo vacutainer
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sin anticoagulante y se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos con el fin de
obtener el suero para realizar las pruebas de inmunoglobulina IgG e IgM
antiToxoplasma. Para los ensayos de PCR en tiempo real, 4 mL de sangre fueron

almacenados en un tubo Vacutainer con heparina como anticoagulante.

Figura 8. Obtencién de muestras. A. Centros de salud donde se realiza el control prenatal. B.

Recoleccion de muestras de sangre periférica por venopuncion con sistema Vacutainer.®.

2.4.2 Deteccion de anticuerpos IgG anti-T.gondii mediante la prueba ELISA

automatizada.

La deteccion de anticuerpos IgG especificos para T. gondii se realiz6 a través de la
prueba ELISA, a partir del suero obtenido luego de centrifugar las muestras de sangre
a 5.000 rpm durante 5 minutos. La prueba de ELISA se llevé a cabo en un equipo
automatizado Elisys Uno (Marca Human) (Figura. 9. A y B) y se utilizé la prueba
cuantitativa Toxo IgG (Marca Human). Inicialmente, 100 uL de cada control: (Control
negativo, control de cut-off, control positivo bajo, control positivo medio y control
positivo alto) (Tabla 2) y 100 uL de cada muestra diluida 1:100 con buffer de dilucion
IgG (buffer fosfato [10 mmol/l], NaCl [8 g/l], Albumina [10 g/I] a pH 6.5)) son adicionados
a los pocillos de la placa en la cual estan fijados los antigenos de Toxoplasma gondii y
la placa fue incubada por 30 minutos a 17-25°C, posteriormente se realizaron cuatro
etapas de lavado de los pozos con buffer de lavado (buffer Tris 20 mmol/l), NaCl 8 g/mi
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a pH 7.2), y se llevé a cabo la reaccion con el conjugado (Anti IgG humano, marcado
con peroxidasa de conejo) durante un tiempo de incubacion de 30 minutos a 17-25°C;
transcurrido este tiempo la placa fue sometida nuevamente a 5 lavados para luego ser
incubada a 17-25°C durante 15 minutos con 100 uL de una solucion de reactivo de
substrato (3,3’, 5,5 Tetrametilbencidina TMB [1,2 mmol/l] y peroxido de hidrégeno
[3mmol/l] a pH 3,7). Finalmente la reaccion fue detenida con 100 uL acido sulfurico
0.5mol/L y se efectud la lectura de la placa a 450 nm con un filtro diferencial de 630 nm.
Los resultados fueron expresados en Ul/mL de acuerdo con los valores de referencia

de los controles.

Figura 9. Prueba ELISA IgG Anti-Toxoplasma gondii. A, Estuche cuantitativo Toxo IgG (HUMAN)
empleado para la deteccion de anticuerpos IgG anti-T.gondii; B, equipo automatizado Elisys Uno
(HUMAN), en el cual se realiza la prueba Elisa IgG anti-T.gondii.

CONTROLES CONCENTRACION
(Ut/ml)
Control negativo 0.0
Control Cut-off 5
Control positivo bajo 30
Control positivo medio 100
Control positivo alto 200

Tabla 2. Controles incluidos en el estuche comercial cuantitativo Toxo IgG (HUMAN).
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La interpretacion de los resultados de las pacientes se obtiene por comparacion con un
valor de punto de corte (cut-off value) o por expresiéon en unidades HUMAN o por
estimacion cuantitativa en 1U/ml basandose en una curva de calibracién construida con

el valor del control de punto de corte y 3 controles positivos (Tabla 3).

CONTROLES CONCENTRACION DE
ANTICUERPOS
No reactivo 0.0 Ul/ml
Negativo <4.2 Ul/ml
Cut-off 5.7 Ul/ml
Positivo >5.7 - <200 Ul/ml
Positivo alto =200 Ul/ml

Tabla 3. Interpretacion de los resultados del ensayo ELISA IgG anti-T.gondii. La prueba es
considerada positiva para 1gG anti- T.gondii si los rangos estan por encima del valor Cut-off entre >5.7 -
<200 Ul/ml y =200 Ul/ml, y se considera negativa si los rangos estan por debajo del valor cut-off entre
0.0 Ul/ml- <4.2 Ul/ml.

2.4.3 Deteccion de anticuerpos IgM anti-T.gondii mediante la prueba ELISA de

captura.

La prueba toxo IgM de captura se llevo a cabo en un equipo Elisys uno, mediante un
estuche comercial especifico para la deteccién de anticuerpos IgM anti- Toxoplasma
gondii (Human) (Figura.10. Ay B). Después de una etapa de incubacion por una hora a
37°C, las IgM anti- Toxoplasma presentes en la muestra diluida a 1:100 con buffer
fosfato son capturadas por anticuerpos de raton anti-lgM humana fijados sobre la

placa, posteriormente, se realizaron cuatro etapas de lavado con buffer fosfato (pH

60



7.2), y se llevd a cabo la reaccion con el conjugado (Antigeno Toxoplasma marcado
con peroxidasa) durante un tiempo de incubacion de 30 minutos a 37°C. Luego de
cuatro etapas de lavado fue revelada la reaccion tras la incubacioén de la placa con
substrato (3,3’,5,5 Tetrametilbencidina TMB, Perdoxido de Hidrogeno) durante 30
minutos a 17-25°C. Por ultimo fue detenida la reaccion con &cido sulfurico y se efectué
la lectura de la placa a 450 nm con un filtro diferencial de 630 nm. Los resultados
fueron expresados en absorbancias teniendo en cuenta los valores de referencia del

control positivo, control de punto de cohorte y control negativo (Tabla 4).
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Figura 10. Prueba ELISA de Captura para la deteccién de anticuerpos tipo IgM anti-T.gondii: A Estuche

Sustrato TMEB

comercial cuantitativo Toxo IgM (HUMAN), contiene la placa de ELISA, los controles y reactivos del
ensayo; B. Reaccion de Elisa IgM, durante esta reaccién los anticuerpos anti IgM humanos fijados
a la placa se une a los anticuerpos presentes en la muestra de suero problema, luego el
anticuerpo de deteccién marcado con una enzima generalmente peroxidasa o fosfatasa alcalina
se unira a los antigenos que estan a su vez unidos al anticuerpo de captura. Y por altimo la

reaccién es detenida por la adiciéon del sustrato.
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CONTROLES CONCENTRACION

(Ul/ml)
Control negativo 0.0 - 0.150
Control de punto de corte Cut-off > 0.200
Control positivo >=2.0

Tabla 4. Controles incluidos en el estuche comercial cuantitativo Toxo IgM (HUMAN)

2.4.4 Deteccion de ADN de T. gondii en muestras de sangre periférica por PCR en

tiempo real.

2.4.4.1 Extraccion de ADN de T. gondii

Para la extraccion de ADN total de las muestras de sangre de las gestantes se utilizo el
estuche comercial de extraccion QlAamp DNA Blood Mini Kit, de la siguiente manera:
a 200 ul de sangre total se le adicionaron 20 ul de proteasa de Qiagen y 200 ul de
buffer AL (clorhidrato de guanidina), esta mezcla fue llevada a un agitador tipo vortex
para mezclar por 15 segundos e incubada a 56 °C por 10 minutos y centrifugada a
1000g por 30 segundos. Posteriormente, se le adicionaron 200 ul de etanol absoluto
(96%), se mezcld por 15 segundos y luego se centrifugo a 1000g por 30 segundos. La
mezcla se transfirié a columna de minispin con su respectivo tubo de coleccién de 2 mi
y fue centrifugada a 8000rpm por 1minuto. La columna de minispin fue colocada en otro
tubo de coleccidon de 2ml para descartar el filtrado. Luego se abrio el tubo de mini spin'y
se adicionaron 500 ul de buffer de lavado AW1 (clorhidrato de guanidina). Se centrifugo
a 8000rpm por 1 minuto, se retird el filtrado y luego se transfirié la columna de mini
spin a otro tubo de coleccion de filtrado. Se agregaron 500 ul de buffer de lavado AW2
(azida sodica) y se centrifugo a 14000 rpm por 3 minutos. Seguidamente, se transfirio
la columna de mini spin a un nuevo tubo de 2ml y se centrifugo a alta velocidad por 1

minuto. Después se transfirié la columna de mini spin a un tubo de 1,5 mly se descart6
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el tubo que contenia el filtrado. Se abrio la columna de mini spin y se adicionaron 200ul
de buffer de elucibn AE de ADN (Contiene azida sodica), para ser incubada a
temperatura ambiente de 15-25 °C por 5 minutos. Finalmente, se centrifugo a 8000 rpm
por 1 minuto y el ADN extraido fue almacenado a — 20 °C.

2.4.4.2 PCR en tiempo real

220 muestras de sangre periférica de las gestantes, fueron procesadas por PCR en
tiempo real con el fin de amplificar el ADN del parasito. Para el ensayo se emplearon
los cebadores dirigidos hacia el Elemento Repetido de T.gondii (RETg; localizado entre
los nucledtidos 270 y 334, Tabla 5), sintetizados por la casa Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA), los cuales amplifican un fragmento dentro de la secuencia de 529pb
del ER, repetida de 200- 300 veces en el genoma de Toxoplasma gondii. Ademas, se
utilzo el estuche comercial TagMan® 2X Universal PCR Master Mix de la casa Applied
Biosystems. Se emplearon dos controles negativos, agua ultrapura y ADN gendmico de
una muestra negativa para T.gondii. El estuche comercial AmpliRun® TOXOPLASMA
GONDII DNA CONTROL (Vircell, ref. MBCO047) se utilizé como control positivo para
cuantificar el ADN del parasito presente en las muestras que resultaron positivas por
PCR en tiempo real y establecer la curva estandar para T.gondi. Para la amplificacion
de ADN humano se us6 como control enddégeno el gen 18S del RNA ribosomal
humano (Applied Biosystems, City, CA, USA).

Tabla 5. Cebadores vy sondas que flanquean la region repetida lineal de 529 bp de ADN de
T.gondii (GenBank acceso no. AF146527).

Secuencias Longitud de los Cebadores y
de los Cebadores y Sondas Sondas
Cebador Delantero RETg-F:
5-GGCGAGGGTGAGGATGAG-3 8pb
Cebador Reverso RETg-R:
5 CATCTTCTCCCTCTCCGACTCT-3’ 22pb
Sonda TagMan:
5-FAM-TCGCTTCCCAACCACG-3 16pb
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Las condiciones de los ensayos de PCR fueron las descritas por Mesquita y cols. 2010,
las amplificaciones se realizaron en un sistema de deteccion de secuencias ABI
StepOne PCR en tiempo real (Applied Biosystems), y las muestras fueron analizadas

por triplicado.

2.4.4.3 Estimacion de la carga parasitaria por PCR en tiempo real de las gestantes

positivas para Toxoplasma.

Para determinar el limite de deteccion de PCR en tiempo real y establecer la curva
estandar usada para la cuantificacidon, se realizaron diluciones seriadas del ADN de
Toxoplasma gondii con una concentraciéon de 500 a 0,05 taquizoitos para los analisis

de PCR en tiempo real.

2.4.4.4. Estimacién de la carga parasitaria por PCR en tiempo real de las

gestantes positivas para Toxoplasma.

La carga parasitaria por PCR en tiempo real de las gestantes positivas por el parasito
Toxoplasma gondii se estim6 teniendo en cuenta, el valor del numero de
copias/reaccion de la prueba PCR cuantitativa en tiempo real, este esta cuantificacién
fue utilizada para calcular el nimero de copias/mililitros en cada reaccién de ADN. Para
calcular el niumero de copias/ml, se tuvieron en cuenta los siguientes factores: el factor
de dilucion (DNA diluido o sin diluir, empleado como molde en la gRT-PCR); el factor
de extraccion de DNA (volumen original para extraccion y volumen del buffer de elusion
de DNA); y el volumen del molde de DNA usado en la reaccion. Finalmente el nUmero
de copias/ml es dividido por el nimero de veces que esta repetido en el genoma del
parasito en el fragmento amplicado de 529 pb del DNA T.gondii y los resultados son
expresados en numero de taquizoitos/ml, como representa en la siguiente forma

matematica.

Carga parasitaria= (numero de copias/ml de ADN de T. gondii)/(200 RE de  T.gondii)

= numero de taquizoitos/ml.
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2.5 ASPECTOS ETICOS

Este estudio hace parte del proyecto aprobado por Colciencias: “Papel de los subtipos
de 1gG contra antigenos recombinantes de Toxoplasma gondii como marcadores
diagndsticos en la toxoplasmosis congénita: Estudio multicéntrico” con cddigo
110349326210 y cuenta con la aprobacién del Comité de Etica de la universidad de
Sucre y se plantea de acuerdo con los parametros establecidos en la resolucién N°
008430 del 4 de octubre 1993, por la cual se establecen las normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigacion en salud. A cada una de las gestantes
seleccionadas se inform6 sobre el estudio, se solicitd la firma de un consentimiento
informado (Anexo A) vy se recolect6 informacion mediante un formato de recoleccion de

informacion el cual contenia datos de afiliacion y variables a estudiar (Anexo B).

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los software estadisticos INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2013) y R (R Development Core
Team, 2008) fueron usados para los andlisis estadisticos de los resultados obtenidos
en el estudio. Los datos y proporciones categéricas fueron comparados mediante
pruebas Chi-cuadrado con correccion de Mantel-Haenszel en casos de tablas de

contigencia 2x2, o usando el test exacto de Fisher’s.

La mediana de la cantidad de resultados positivos por PCR en tiempo real para la
deteccién de ADN de T. gondii en sangre fue comparado por pruebas no paramétricas
solamente con el grupo |, enfermos y los grupos Il +lll, no enfermos, respectivamente.
Un nivel de confianza del 95% fue usado. Para estimar la carga parasitaria de las
gestantes frente a Toxoplasma, se emplearon los analisis de regresion lineal, utilizados
para la correlacion entre las variables cuantitativas de la mediana de las

concentraciones de parasitos en las muestras de sangre.
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Para comparar las pruebas ELISA convencional y PCR en tiempo real, se calcularon
algunos pardmetros diagndsticos que permitieron establecer cual de los ensayos
utilizados ofrece mejores resultados. Entre estos parametros se incluyeron eficiencia de
rendimiento de la prueba, sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos (Gémez de la Camara, 1998).

Se tomd como patrén de referencia los resultados obtenidos de un panel de sueros
analizados por Inmunofluorescencia indirecta (IFI), técnica establecida como prueba
Gold Standard para la deteccién de anticuerpos IgG Anti-Toxoplasma. Esta prueba fue
realizada por el Instituto Nacional de Salud para confirmar la existencia de anticuerpos
IgG contra Toxoplasma en cada una de las muestras seleccionadas (Anexo C).

Para determinar los factores de riesgo relacionados con la toxoplasmosis en gestantes
del municipio de Sucre se realiz6 un analisis de las variables incluidas en la encuesta,
las cuales fueron asociadas por separado con los resultados obtenidos por ELISA
convencional IgG y PCR en tiempo real. Para esto se obtuvieron proporciones sobre la
prevalencia de anticuerpos IgG anti-T. gondii y la frecuencia de deteccion de ADN de
T.gondii, con sus respectivos intervalos de confianza al 95%, estratificados por
variables como: localidad, edad (afios), edad gestacional, frecuencia de abortos, tipo de
agua consumida, tipo de carne consumida , material de la vivienda, piso de la vivienda,
presencia de gatos domeésticos, y manipulacién de suelo. La comparacién de
proporciones para cada una de las variables se realiz6 mediante pruebas Chi-cuadrado
(proporciones, diferencia de proporciones y homogeneidad de proporciones) con los
software estadisticos INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2013) y R (R Development Core
Team, 2008).
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3. RESULTADOS

3.1 POBLACION DE ESTUDIO

En el periodo comprendido entre los meses de enero y diciembre de 2013, se
colectaron en total 220 muestras de sangre de embarazadas que asistieron a control
prenatal en distintos centros de salud del departamento de Sucre. De estas, 127 fueron
captadas de los centros de salud del municipio de Sincelejo, 27 de Corozal, 27 de San
Marcos, 15 de Sampués, 13 de Ovejas y 11 de Santiago de Tolu. Todas las gestantes
incluidas en el estudio manifestaron residir permanentemente en estos municipios y

aceptaron su participacion en el estudio con la firma de consentimiento informado.

3.2 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

De las 220 gestantes del estudio, 178 habitaban las areas urbanas de la region, lo que
corresponde a una poblacion urbana del 80,9% y 42 manifestaron vivir en las zonas
rurales de estos municipios (19,1%) (Figura 11. A). La mayor parte de embarazadas del
estudio tenian una edad comprendida entre los 14 y 22 afios, lo que corresponde a un
52,7%, seguido del grupo con edad comprendida entre 23 y 31 afios (Figura 11.B).La
poblacién de embarazadas presentaba un rango de edad gestacional entre los 2 y los 8
meses, encontrandose el 38,6% en el tercer trimestre de embarazo (Figura 11.C). Con
respecto a los antecedentes ginecoobstétricos, el 56% de la poblacion ha tenido entre 1
y 7 partos previos, donde predomina un anico parto. El mayor nimero de embarazadas
74,1% (163 gestantes) manifestaron no haber presentado abortos previos a la
gestacion y solo 88 gestantes manifestaron haber tenido abortos antes de la gestacion

lo que corresponde a una frecuencia de abortos del 25,9%(Figura 11. D).
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Figura 11. Caracteristicas de la poblacién de estudio: A) Poblacion de gestantes del area rural y
urbana, B) Frecuencia de edad de las gestantes, C) Frecuencia de edad gestacional de las gestantes, y

D) Frecuencia de abortos previos de las gestantes.

En cuanto a los factores de riesgos asociados a la infeccion por Toxoplasma, el 81,4%
de las gestantes del estudio manifesté no haber tenido contacto con gatos durante su
gestacion (Figura 12. A). Con relacion a la convivencia con animales se observo que un
63,6% de las embarazadas manifestd haber tenido contacto con animales domésticos y
el otro 36,4% manifestd no haber tenido contacto con estos animales; siendo el perro el
animal doméstico mas predominate (22,7%), seguido de las aves con un 14,1% (Figura
12.B).

Con respecto a los habitos alimenticios de las gestantes del estudio, el mayor
porcentaje de las embarazadas consumian agua directamente del grifo (55,5%),
aunque hubo un pequefio porcentaje de embarazadas que manifestdé hervir el agua
para su consumo (23,6%) (Figura 12.C). El 48,6% de las gestantes consumian todo tipo
de carnes, sin embargo; un 24,1 % de ellas manifesté consumir carne de res, seguido
por un 10,9% para la carne de pollo, un 7,7% para el consumo de pescado y en menor
proporcion un 1,8% para el consumo de la carne de cerdo (Figura 12.D).

Un 70% de las gestantes incluidas en el estudio residian en viviendas construidas con

paredes de ladrillo y cemento, seguido de paredes de tipo artesanal. El piso de la
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vivienda predominante fue el de cemento (51%), seguido de tierra (36,3%) y con menor

frecuencia el piso de ceramica (12,7 %) (Figura 12.E).

B———— |l —————— ||[p ——— |E
A |““"’§f:§sm" RHIMALES DOMESTICDS CONSUMODE AGUA COMSUMO DE CARNES WATERIAL DX LAVIVIENOA
0%
i;; 600 | 553K 10 -
a0 -
80 - 00 1
70 - 4|},|:| |
50 -
o 4 00 W
40 4 00 -
18, 1L
30 1 &%
100 - 8o
20 -
10 00 _'_'j
[ ] v oo b 0
A =] {f‘ ‘l{p @ ﬁa& qé
§

Figura 12. Factores de riesgos asociados a la posibilidad de adquirir la infeccién por T.gondii: A)
Presencia de gatos encontrada en el estudio, B) Presencia de animales domésticos en las viviendas, C)
Frecuencia del consumo de agua, D) Frecuencia del consumo de carnes, y E) Frecuencia del material de
la vivienda de las gestantes.

3.3 DETECCION DE ANTICUERPOS IGG ANTI-T. GONDII POR LA TECNICA ELISA

De la 220 muestras de suero procesadas mediante ELISA Toxo IgG, 145 presentaron
anticuerpos especificos IgG antiToxoplasma con valores superiores a 5 Ul/ml, lo que
corresponde a una seroprevalencia para la toxoplasmosis en mujeres embarazadas del
departamento de Sucre de 66 % (IC 95%; 59,1-72,0). En las 75 embarazadas restantes
(34%), los titulos de anticuerpos fueron inferiores a 4.2 Ul/ml o estuvieron ausentes, por
lo que fueron consideradas negativas para la infeccion por T.gondii. (Gréafica 1).
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Gréfica 1. Punto de corte establecido por el Kit cuantitativo Toxo IgG (HUMAN).En esta grafica se
representan los valores de absorbancia de los anticuerpos IgG anti-T.gondii arrojados por las muestras
analizadas mediante la prueba ELISA. Los valores de absorbancia de las muestras van desde 0.0 hasta
3.31 nm, considerandose positivas para el ensayo aquellas muestras que presentaron un punto de corte
con una absorbancia de anticuerpos IgG anti-T.gondii superior a 0,178nm.

Del total de pacientes positivas, 41% presento titulos de anticuerpos superiores a 200
Ul/ml. Estas gestantes representan pacientes sospechosas de infeccion aguda por sus
altos titulos de anticuerpos IgG. Los municipios en donde se registraron los titulos de
anticuerpos IgG frente a T.gondii mas altos fueron Sincelejo y San Marcos (Tabla 6).
No se detectd la presencia de anticuerpos IgG anti-T. gondii en 21% de las gestantes
analizadas.
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IgG

Municipios = Anti-T. = Concentracién N° de Total
gondii | de Anticuerpos @ Gestantes
Positivo 54
Positivo Positivo alto 31
Sincelejo Seronegativo 27 127
Negativo Negativos 15
Paositivo 6
Positivo Positivo alto 11
San Marcos Seronegativo 8 27
Negativo Negativo 2
Positivo 4
Positivo Positivo alto 1
Tolu Seronegativo 3 11
Negativo Negativo 3
Positivo 11
Positivo Positivo alto 1
Sampues Seronegativo 3 15
Negativo Negativo 0
Positivo 4
Positivo Positivos alto 5
Ovejas Seronegativo 3 13
Negativo Negativo 1
Positivo 11
Corozal Positivo Positivo alto 6 27
Seronegativo
Negativo Negativo 5

Tabla 6. Concentracién de anticuerpos IgG Anti-Toxoplasma en las gestantes por municipios. En
esta tabla se muestra las concentraciones de anticuerpos IgG anti- T.gondii de las gestantes que
participaron en el estudio. En los municipios de Sincelejo y San Marcos se registraron los titulos mas
altos de anticuerpos IgG (2200 Ul/ml) frente al parasito en las embarazadas.
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Noventa y uno muestras presentaron titulos positivos (>5.7- <200 Ul/mL) lo que
corresponde a una frecuencia de deteccion de anticuerpos IgG frente a T.gondii del
41%. Por otra parte, 54 muestras mostraron titulos positivos altos (=200 Ul/mL) para la
prueba IgG antiToxoplasma correspondiente a un porcentaje de deteccion del 25 %,
solo 75 gestantes mostraron resultados negativos frente a la infeccion por Toxoplasma
gondii.(Figura 13).

Frecuencia de deteccidon de anticuerpos de tipo 1gG
anti-T.gondii

m POSALTO
m POS
m NEG
m SERONEG

Figura 13. Frecuencia de detecciéon de anticuerpos IgG anti-T.gondii encontrada en las gestantes
del estudio. La representacion gréfica, sefiala que un total de 54 muestras presentaron titulos positivos
para la prueba ELISA IgM anti-Toxoplasma, lo que corresponde a una frecuencia de deteccion de
anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii del 41%; 91 muestras arrojaron titulos positivos altos para la
prueba (25%) vy el resto de las muestras arrojaron resultados negativos frente a la infeccion por el

parasito.

3.4 DETECCION DE ANTICUERPOS IGM ANTI-T. GONII POR LA TECNICA ELISA
Del total de muestras de sueros de gestantes procesadas por la técnica ELISA IgM

antiToxoplasma (220), solo 17 muestras de sueros arrojaron resultados positivos para

los ensayos de anticuerpos IgM, con valores superiores a 2Ul/ml. (Grafica 2).
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Gréfica 2. Punto de corte establecido por el Kit cuantitativo Toxo IgM (HUMAN). En esta grafica se
representan los valores de absorbancia de los anticuerpos IgM anti-T.gondii arrojados por las muestras
analizadas mediante la prueba ELISA. Los valores de absorbancia de las muestras van desde 0.0 hasta
1.45nm, considerandose positivas para el ensayo aquellas muestras que presentaron un punto de corte

con una absorbancia de anticuerpos IgM anti-T.gondii mayor a 0,234nm.

Las muestras que resultaron positivas para IgM anti-T.gondii, pertenecian a los
municipio de San Marcos (8), Sincelejo (5), Corozal (2) y Sampués (2). Lo anterior,
podria indicar una infeccidn reciente en las gestantes del estudio. De acuerdo con esto,
en el departamento de Sucre existe una frecuencia de infeccion por T. gondii
correspondiente al 7,7% (IC 95%; 4,7-12,2). No se detecté anticuerpos de tipo IgM
antiToxoplasma en ninguna de las 203 muestras de sueros restantes (92,3%), los

titulos de anticuerpos fueron inferiores a 2Ul/ml o estuvieron ausentes (Figura 18).
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FRECUENCIA DE DETECCION DE ANTICUERPOS
IgM ANTI-T.GONDII
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Figura 14. Frecuencia de deteccién de anticuerpos IgM anti-T.gondii encontrada en las gestantes
del estudio. La representacién grafica, sefiala que un total de 17 muestras fueron positivas para la
prueba ELISA IgM anti-Toxoplasma, lo que corresponde a una frecuencia de infeccién por Toxoplasma

gondii del 7.7% y el resto de las muestras arrojaron resultados negativos para este ensayo (92.3%).

3.5 PRUEBA ELISA IGG ANTITOXOPLASMA Y FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS CON LA TOXOPLASMOSIS EN EMBARAZADAS DEL
DEPARTAMENTO DE SUCRE.

De las 220 muestras de sueros procesadas por Elisa IgG antiToxoplasma incluidas en
el estudio, 145 resultaron positivas mediante la técnica Elisa IgG, de las cuales 29
tuvieron contacto con gatos y 93 manifestaron tener contacto con animales domésticos,
siendo el animal mas predominante el perro el cual estaba presente en 33 viviendas.
Ademas, 80 manifestaron haber consumido agua directamente del grifo durante el
embarazo, 71 manifestaron consumir todos los tipos de carnes y 48 presentaron

afecciones como gripa, cefalea, infeccion vaginal, fiebre entre otros (Anexo D).
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Por otra parte, 75 gestantes resultaron negativas por Elisa IgG, de las cuales se
encontré que 12 tuvieron contacto con gatos y 47 con otros animales, 42 manifestaron
consumir agua directamente del grifo, 68 manipulaban carne cruda y 24 manifestaron
haberse sentido enfermas durante el embarazo (Tabla 5).

En este estudio, no se encontré asociacion significativa entre los resultados positivos
de los ensayos por Elisa IgG antiToxoplasma y el contacto de las gestantes con
animales como el gato (X?=0.52, con P=0.47, siendo P > 0.05) (Anexo E). De igual
forma, no se hallé asociacion significativa entre habitos alimenticios, el consumo de
agua sin tratar (X?= 0.01 y P= 0.90 con P> 0.05) y la manipulacién de carne cruda (X*=

0.02y P=0.89, P >0.05) con los casos de infeccion por T. gondii (Anexo D).

Con respecto a las gestantes negativas por la técnica Elisa IgG antiToxoplasama no se
encontré relacion significativa entre los resultados negativos y las variables estudiadas
(Anexo D).

Al analizar las variables edad y edad gestacional de las gestantes con los resultados
positivos obtenidos por la prueba Elisa 1gG anti-T.gondii, no se encontré ninguna
asociacién estadistica significativa (Anexo E).

3.6 PCR EN TIEMPO REAL

Es necesario establecer la curva estandar del control interno, con el fin medir la
eficiencia del protocolo de extraccion de ADN vy la curva estandar del control end6geno
para determinar que el ADN a amplificar corresponda al parasito T.gondii.

3.6.1 Estandarizacion de la curva de calibracion para el control Endégeno

Previo a la realizacién del PCR en tiempo real de las muestras de ADN, se realiz6 la
estandarizacion de la concentracién apropiada para el control de RNA ribosomal 18S

utilizado como control endogeno, obteniéndose resultados con cantidades que van
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desde 100 copias/ml (CT: 6,24) hasta 0,11 copias/ml (CT: 19,03) de ADN humano. Este
control fue capaz de detectar ADN humano en todas las muestras evaluadas por PCR

en tiempo real (Grafica 3).
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Gréfica 3. Curva estandar para el control endégeno 18s RNA ribosomal. Diluciones seriadas del ADN de
humano extraido a partir de las muestras de sangre periférica de las gestantes, series de 100 a 0,11
copias/ml de ADN humano. (A) Valores de CT vs log (cantidad de ADN humano). (B) valores de CT para
todos los puntos graficados. Resultados similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes.

NTC, no fue amplicado para el experimento.

3.6.2 Estandarizacion de la Curva para el control positivo especifico para T.gondii

El ensayo fue capaz de detectar el fragmento de ADN de 529pb del elemento repetido
de Toxoplasma, el cual est4 presente de 200-300 veces en el genoma del parasito a
una concentracion baja de 0,05 taquizoitos (CT: 37,23) en un volumen de 30 ul de

reaccion.
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La curva estandar muestra un rango lineal alrededor de 5 concentraciones logaritmicas
de DNA con un coeficiente de correlacion de 0.998 y una eficiencia de amplificacion del
99,8% (Grafica 4).
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Gréfica 4. Establecimiento de la curva estandar para la cuantificacion de ADN T.gondii. Diluciones
seriadas del ADN de T.gondii, series de 500 a 0,05 taquizoitos, fueron usadas como templado para los
analisis de PCR en tiempo real (A) Valores de CT vs log (cantidad de taquizoitos). (B) valores de CT para

todos los puntos graficados, el NTC, no fue amplicado para el experimento.

3.6.3 Deteccion de ADN de T.gondii mediante PCR en tiempo real

Del total de las muestras de sangre periférica de gestantes (220) procesadas por PCR
en tiempo real, solo fue posible amplificar el ADN del parasito en 23 muestras de ADN
de las gestantes, las cuales tenian un rango de edad gestacional entre el segundo y
tercer trimestre (Grafica 5).Estos resultados indican una frecuencia de deteccion de
ADN de T.gondii del 10.5% (Figura 15), estas muestras al ser analizadas por triplicado

siempre fueron positivas y los controles negativos siempre fueron negativos.
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Gréfica 5. Amplificacion de las muestras positivas por Toxoplasma mediante PCR en tiempo real.
Solo 23 muestras resultaron positivas para T.gondii. Las muestras de las gestantes fueron consideradas
positivas solo cuando el fragmento amplificado mostraba un valor de CT menor de 40 ciclos de

amplificacion detectado luego de realizar la fase exponencial del PCR en tiempo real.

Frecuencia de deteccion de ADN de T.gondii

10,5%

B Positivo

B Negativo

Figura 15. Frecuencia de deteccion de ADN de T.gondii encontrada en las gestantes del estudio

positivas mediante PCR en tiempo real.
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Al analizar las muestras de ADN de las gestantes evaluadas por PCR en tiempo real
para determinar la presencia de infeccion reciente por Toxoplasma, el municipio que
mas resultados positivos por PCR tuvo fue Sincelejo (10 de 127), seguido por los
municipios de San Marcos (5 de 27) y Corozal (4 de 27). El resto de las 197 (89,5%)
muestras procesadas por PCR en tiempo real arrojaron resultados negativos para la
presencia del parasito en sangre periférica (Tabla 7).

Deteccion de ADN de T.gondii mediante PCR
en tiempo real

PCR

Municipios | Positivo | Negativo Total

Sincelejo 10 117 127
San Marcos 5 22 27
Tola 1 10 11
Sampués 1 14 15
Ovejas 2 11 13
Corozal 4 23 27
Total 23 197 220

Tabla 7. Resultados prueba PCR en tiempo real por municipios

3.6.4 Cuantificacion y estimacion de la carga parasitaria en gestantes positivas

por PCR en tiempo real

El PCR cuantitativo en tiempo real para el elemento repetido de Toxoplasma gondii fue
capaz de detectar y cuantificar el ADN del parasito en minimas cantidades (desde 0.04
hasta 1,63 copias/ml en 23 muestras), permitiendo de este modo estimar asi la carga
parasitaria de las gestantes positivas que van desde 0.06 hasta 3 taquizoitos/ml de

Toxoplasma gondii en 5 ul de ADN de las gestantes en un volumen de reaccién de 30
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ul. El gen constitutivo del RNAr 18s fue correctamente amplificado en cada fase (media
de Ct=30,59), indicando una uniformidad en la cantidad de ADN para todos los niveles
de deteccién y la ausencia de agentes inhibidores en todas las muestras analizadas
(Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion y estimacion de la carga parasitaria en gestantes positivas por PCR en

tiempo real.
Deteccidn y cuantificacion de ADN de T. gondii
en muestras de sangre periférica por la técnica PCR en tiempo real
RETg de 529pb
Control de ADN de Cuantificacion
Muestras enddgeno: T.gondii: T.gondii: Carga parasitaria T.gondii:
CT CT Copias/ml Tag/ml
1° 30.76 35.85 0.154 0.25
25 30.89 36.68 0.06 0.1
3° 31.05 37.23 0.05 0.084
4° 31.53 38.15 0.08 0.14
5° 31.56 39.8 0.13 0.13
6° 35.94 37.55 0.06 0.06
7° 32.98 35,5 1.63 3.00
8° 19.33 345 0.92 2.00
9° 30.49 35.4 0.55 1.00
10° 30.69 36.6 0.33 0.55
115 33.45 37.8 0.04 0.067
12°M 23.63 35.06 1.28 2.13
13°M 32.14 37.33 0.06 0.09
14°M 26.11 36.9 0.05 0.08
15°" 30.44 37.57 0.04 0.07
16°° 29.37 37.83 0.65 1.08
17" 28.23 39.99 1.09 1.09
18¢ 37.3 39.05 0.15 0.25
19¢ 37.09 35.58 0.11 0.18
20° 33.81 35.3 0.123 0.123
21° 32.08 37.0 0.725 0.725
22° 24.12 375 0.06 0.1
23° 32.23 38.3 0.45 0.74

S: Sincelejo, S.M: San Marcos, S.P: Sampues, T: Told, C: Corozal, O: Ovejas
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3.6.5 Prueba PCR en tiempo real y factores de riesgo asociados con la

toxoplasmosis en embarazadas del departamento de sucre.

De las 220 muestras de ADN procesadas por PCR en tiempo real procedentes de las
gestantes incluidas en el estudio, fue posible detectar ADN del parasito Toxoplasma
gondii en 23, de las cuales 2 tuvieron contacto con gatos, 13 manifestaron tener
contacto con animales domésticos, 14 manifestaron haber consumido agua
directamente del grifo durante el embarazo, 15 manifestaron consumir todos los tipos
de carnes y 6 voluntarias presentaron afecciones como gripa, cefalea, infeccién
vaginal, fiebre entre otros. Con respecto al tipo de vivienda habitada por las voluntarias
infectadas, 6 manifestaron vivir en casas construidas de ladrillo y cemento con piso de
cemento (Anexo F).

Por otro lado, 197 gestantes resultaron negativas por PCR en tiempo real y se encontré
que 39 tuvieron contacto con gatos, 127 manifestaron tener contacto con otros
animales, 42 manifestaron consumir agua directamente del grifo, 92 manifestaron
consumir cualquier tipo de carne y 66 manifestaron haberse sentido enfermas durante

el embarazo (Anexo F).

Con respecto al tipo de vivienda habitada 60 manifestaron vivir en casas construidas de
ladrillo y cemento con piso de cemento. En este estudio, el contacto de las mujeres
embarazadas con los gatos no esta asociado significativamente con los resultados

positivos por PCR en tiempo real (X?=1.67, con P= 0.19, siendo P > 0.05) (Anexo F).

Asimismo, los habitos alimenticios, el consumo de agua sin tratar (X>= 0.30 y P= 0.58
con P> 0.05) y el consumo de carnes rojas y blancas, (X?= 2.83y P=0.09, P > 0.05)
no presentaron asociacion significativa al correlacionarlos con los casos de infeccion

por T. gondii (Anexo F).

Con respecto a las gestantes negativas por la técnica PCR en tiempo real no hubo

relacion significativa entre los resultados negativos y las variables estudiadas (Anexo
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F). Al analizar las variables edad y edad gestacional de las gestantes con los
resultados positivos obtenidos por la prueba PCR en tiempo real no se encontro

ninguna asociacion estadistica significativa (Anexo G).

3.6.6 Correlacion entre los resultados obtenidos por ELISA 1gG e IgM anti-
T.gondii y PCR en tiempo real.

Para los estudios de biologia molecular fueron evaluadas 220 muestras de sangre
periférica de las gestantes del estudio, estas muestras fueron clasificadas en tres
grupos controles obtenidos de los resultados de las pruebas seroldgicas realizadas. 17
pacientes (7,73%) presentaban IgM e IgG positiva frente a T.gondii y fueron
clasificados como grupo I(infeccién aguda); grupo Il representado por 128 pacientes
IgM negativa e IgG positiva (58,18%), individuos con sospecha de infeccion crénica y
75 casos negativos (34,1%) que fueron incluidos en el grupo Il y constituyen individuos

sin infeccion por T.gondii (Tabla 9).

Grupos controles IgM IgG Numero de pacientes
Grupo | + + 17
Grupo I - + 128
Grupo lI - - 75

Tabla 9. Distribuccién de las 220 gestantes de acuerdo a la produccidn de anticuerpos especificos

contra T.gondii.

Con respecto a los resultados obtenidos por la técnica PCR en tiempo real, solo fue
posible detectar el ADN del parasito en un total de 23 muestras distribuidas en los 3

grupos. En las pacientes que presentaron toxoplasmosis reciente (grupo 1), la presencia
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del DNA de Toxoplasma fue detectada en 12 de 17 lo que corresponde a una
sensibilidad diagnostica del 70,58%, mientras un 4,6 % de positividad fue encontrado
en el grupo de infeccion crénica (6/128, grupo Il). El tercer grupo compuesto de
individuos con resultados negativos para ambos IgM e IgG anti-T.gondii, el ensayo fue

positivo en el 6,6% de los casos (5/75).

Los analisis estadisticos revelaron que la probabilidad de que una paciente IgM positivo
presente parasitemia detectada por el ensayo TagMan fue de 13,02 (odds ratio value)
mayor que en un individuo IgM negativo (p<0.05). De acuerdo con los datos obtenidos
en ambos grupos IgM negativos, la PCR en tiempo real mostré que el 97,45% de las
muestras fueron negativas para la infeccion por T.gondii, mostrando una alta
especificidad calculada usando el grupo | como grupo enfermo (IgM +) y el grupo Il + IlI

como grupo no enfermo (IgM-) (Tabla 10).

Deteccidon de anticuerpos IgG e IgM antiToxoplasma

Deteccién de Grupo | Grupo Il Grupo I
ADN de T.
gondii
Total
PCR(+) 12 (70,58%)™ 6 5 23
PCR(-) 5 122 (61,92%)®  70(35,53%)? 197
Total 17 128 75 220

Grupo |: infeccién aguda (IgG” e IgM™); Grupo II: infeccién crénica (IgG* e IgM’); Grupo IlI: gestantes sin infeccién
(IgG™ e IgM). @ Sensibilidad diagnéstica: 70,58%.? Especificidad diagnéstica: 97,45%.

Tabla 10. Asociacién entre la presencia (TagMan®) o ausencia (TagMan’) del DNA de T.gondii y
los grupos serologicos preestablecidos. En 12 muestras pertenecientes al grupo |, se detectdé ADN de
T.gondii por PCR en tiempo real, lo que corresponde a una sensibilidad del 70.58%; mientras que para el
grupo Il, solo 6 muestras fueron positivas para el parasito (4,6 %) y solo en 5 muestras del grupo I, el
ensayo resulto positivo (6.6%). De acuerdo con los datos obtenidos en ambos grupos IgM negativos, la

PCR en tiempo real mostré una alta especificidad del 97,45%.
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Al asociar los resultados obtenidos a través del ensayo de PCR con los grupos
seroldgicos preestablecidos, se observd una asociacion positiva entre los valores de
densidad optica del ensayo serologico desarrollado para IgM y el nUmero de parasitos
en pacientes agudos (X°= 71,16 y P=0.0001, P > 0.05).

Al calcular los valores predictivos positivos para el ensayo PCR en tiempo real
(TagMan+), estos demuestran que el 52,17% de las gestantes presentaron DNA de
T.gondii en sangre y también presentaron la enfermedad (IgM positiva:12/23). Los
valores predictivos negativos revelaron que en el 89,54% de las embarazadas no se

detectd el ADN del paréasito y no presentaron la enfermedad (IgM negativa: 192/197).
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4. DISCUSION

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias méas frecuentes del mundo; con
300 millones de personas infectadas, reportandose seroprevalencias en paises
desarrollados de clima templado que varia entre 10 y 50 %, y en paises
subdesarrollados del tropico hasta mas de 80 % (Kaplan et al, 2009). En este estudio,
en 145 muestras de sueros de gestantes del departamento de Sucre fue posible
detectar titulos de anticuerpos tipo IgG antiToxoplasma (>5.7- 2200 Ul/mL) a través de
la prueba serologica ELISA, lo que corresponde a una frecuencia de deteccion de
anticuerpos de IgG frente a T.gondii del 66%, lo cual demuestra que las participantes
del estudio habian sufrido un episodio de infeccion por Toxoplasma. El resto de las 75
participantes resultaron ser negativas frente a la infeccion por T.gondii; sin embargo, en
28 gestantes negativas se detectaron titulos muy bajos de anticuerpos IgG antiT.gondii
(<5,7 Ul/ml), estos pudieron deberse a lo reportado por Spalding y otros, quienes
refieren que las encuestas serolégicas han permitido estimar que mas de 10 % de la
humanidad ha tenido contacto con este parasito, por lo que la prevalencia de
anticuerpos en la poblacién sana es elevada; a su vez plantea que la relacidon existente
entre el clima caluroso y himedo aumenta la frecuencia de esta enfermedad (Spalding
et al, 2005). Por otra parte la alta seroprevalencia de toxoplasmosis encontrada en el
departamento de Sucre, confirma la frecuente circulacion del parasito en esta zona,
adicionalmente, establece la importancia de construir y ejecutar programas de
prevencion de la infeccion en la poblacién susceptible a primoinfectarse con el parasito,
es decir, el grupo de embarazadas cuya prueba de deteccion de anticuerpos tipo 1gG
anti-T. gondii resulté seronegativa (0.0 Ul/ml).

Para determinar el momento aproximado de la infeccidn en las gestantes seropositivas
a lgG se estudiaron los anticuerpos IgM especificos. Su presencia aparece en la
primera semana de la infeccion y es un marcador de fase aguda de la enfermedad. En
el transcurso de varios meses desaparece y su ausencia indica una infeccion de mas

de 6 meses de evolucion (Holland et al, 2006; Montoya et al, 2002). En esta
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investigacion solo 17 gestantes resultaron positivas para la prueba IgM
antiToxoplasma; lo que podria indicar una infeccion reciente en las gestantes del
estudio. De acuerdo con esto, en el departamento de Sucre existe una alta incidencia
de infeccidn por T. gondii correspondiente al 7,7%. Estos datos permiten informar a los
entes encargados del sector salud, acerca de la importancia que tiene la confirmacién y
seguimiento de estas voluntarias con diagndéstico de toxoplasmosis congénita, para asi
instaurar el tratamiento oportuno en estas gestantes y poder reducir las secuelas de

esta enfermedad en los neonatos.

Al correlacionar los resultados positivos por ELISA 1gG e IgM antiToxoplasma con las
variables del estudio se encontr6 que la convivencia con gatos, no tuvo asociacion
estadistica, a pesar de que 3 de las 17 gestantes con resultados positivos para la
deteccion de anticuerpos IgG e IgM frente a T.gondii manifestaron convivir con gatos
en sus viviendas y tener visita de gatos callejeros. Con referencia al consumo de agua,
se encontrd que 9 gestantes con Elisa IgG e IgM positivo tomaban agua directamente
del grifo y 2 gestantes tomaba el agua de fuentes sin tratar como pozos acuiferos.
Aungue este estudio no mostré6 que el beber agua directamente del grifo estuviera
asociado con el riesgo de infeccion, tampoco demuestra lo contrario debido a que 4
gestantes que manifestaron consumir agua tratada de bolsa y 2 gestantes que
consumian agua hervida resultaron positivas para la deteccién de anticuerpos tanto IgG
e IgM antiToxoplasma.A pesar de que muchos autores consideran que las principales
formas de infeccidn es a través de la ingestion de ooquistes excretados por el gato y el
consumo de carne mal cocida de animales infectados con quistes de T. gondii (Lopez C
et al.2005), en este trabajo no se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa al correlacionar los resultados positivos por ELISA IgG e IgM
antiToxoplasma con las variables del estudio; sin embargo, no se descarta la
posibilidad de una infeccion adquirida en las gestantes por el consumo de alimentos
fuera de la vivienda. Aunque este estudio no mostré que el material de la vivienda y el
piso de la vivienda estuviera asociado con el riesgo de infeccién, tampoco se
demuestra lo contrario debido a que 5 gestantes que resultaron positivas por ELISA

IgG e IgM antiToxoplasma manifestaron vivir en viviendas artesanales con pisos de
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tierra, Yy no se descarta que estas gestantes se encontraran expuestas al contacto

directo con ooquistes presentes en la tierra.

El diagnostico de laboratorio de la toxoplasmosis esta lejos de ser 100% conclusivo
usando el arsenal de metodologias disponibles en estos dias. La serologia desarrollada
con las técnicas sensitivas mas avanzadas trae la posibilidad de resultados positivos
por IgM sin representacion de la fase activa de la enfermedad. Al contrario, la deteccion
de anticuerpos corresponde a las IgM residuales que se pueden presentar incluso afios
después de un episodio agudo. La prueba molecular que permite detectar la presencia
de parasitos circulantes podria ser de extrema aplicacibn en este escenario. Un
resultado seroldgico positivo es solamente indicativo de infeccion, mientras la deteccién
directa de T.gondii en sangre u otras muestras clinicas categéricamente confirman la
presencia del parasito importante para el diagnéstico de toxoplasmosis primaria,

reactivada o crénica (Basten, 2002).

Al evaluar las muestras de sangre periférica de las gestantes por PCR en tiempo real,
solo fue posible dectectar la presencia de ADN de T.gondii en 23 muestras de 220
embarazadas, lo que corresponde a una frecuencia de deteccion de ADN del parasito
del 10,5%, estos resultados confirman un diagndéstico de infeccion reciente frente a
T.gondii. Este hecho refleja la gran sensibilidad y especificidad del PCR en tiempo real
en la deteccion temprana de casos de toxoplasmosis. Por otra parte esta técnica fue
capaz de detectar ADN del parasito en pequefias cantidades (Ponce N & Gomez J.
2003) como fue demostrado en este estudio, donde se logré amplificar y cuantificar
ADN de T. gondii a una concentracion de 0,05 copias/reaccion en un volumen de
reaccion de 35 ul. La alta sensibilidad de la PCR también se explica por el empleo de
cebadores dirigidos a la amplificaciéon de un segmento de ADN de 529pb del elemento
repetido de Toxoplasma, el cual se encuentra altamente repetido de 200 a 300 veces
en el genoma del parasito (Jones C et al. 2000). Estos resultados aportaron
informacion valiosa que permitié suministrar tratamiento oportuno a las gestantes para

disminuir las secuelas en los recién nacidos.
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Los resultados positivos por PCR en tiempo real en muestras negativas por ELISA 1gG
antiToxoplasma demuestran la presencia de parasitos en sangre, lo cual indica que se
esta frente a una infeccion reciente en la cual no se ha producido una respuesta
inmune referente a la produccion de anticuerpos IgG antiToxoplasma, desarrollandose
una respuesta inmune innata con la produccion de citocinas y la activacion de células
fagociticas la cual seria suficiente para controlar la infeccidn; por lo que se recomienda
evaluar cuatro semanas mas tardes los titulos de IgG para determinar seroconversion
en las gestantes. De acuerdo a estos resultados se demuestra la utilidad de la prueba

de PCR en tiempo real en el diagndstico temprano de la toxoplasmosis congénita.

Los resultados positivos por ELISA IgG e IgM y negativos por PCR demuestran que el
periodo de circulacion de Toxoplasma gondii en sangre es muy corto, debido a que el
parasito después de la fase aguda se enquista en diferentes 6rganos, particularmente
retina, musculo esquelético, miocardio, tejido linfatico, placenta y mas frecuentemente
en el sistema nervioso central (Martin | & Garcia S.2003). Adicionalmente, los
resultados negativos por PCR no excluyen una infeccion reciente por T. gondii debido a
posibles variaciones en la manipulacion durante el proceso de extraccion de ADN;
ademas, es probable que después de extraer el ADN persistan agentes inhibidores que
influyan en los resultados del PCR.

Los resultados del presente estudio demuestran la importancia del monitoreo
serolégico en mujeres durante el embarazo, especialmente en las gestantes
seronegativas debido a que estas podrian adquirir la infeccién por Toxoplasma gondii
en cualquier etapa de la gestacion, como fue demostrado en este estudio donde fue
posible detectar, por PCR en tiempo real, infecciébn reciente en 5 de 47 gestantes con
prueba Elisa IgG antiToxoplasma seronegativa durante el segundo y tercer trimestre de
gestacion, periodos durante los cuales el riesgo de infeccion por Toxoplasma gondii es
mayor una vez el parasito atraviese la placenta y las manifestaciones clinicas en el nifio
son tardias 0 asintomaticas (Nimri Let al, 2004). Esto equivale a una frecuencia de
deteccion de ADN de T. gondii del 10,63% en gestantes seronegativas, datos similares

a los reportados por Blanco P et al (2011), en donde se reporté una frecuencia de
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deteccion del parasito en muestras de sangre de gestantes seronegativas para la
prueba ELFA IgG anti-T.gondii del 12% (12/100).

Las muestras analizadas fueron evaluadas por pruebas seroldgicas, debido a la
sospecha clinica de la toxoplasmosis, o que podria traer un sesgo en la positividad
global; sin embargo, la distribucion observada fue similar a la de estudios previos,
considerando que el 66% de las muestras (17 del grupo | y 128 del grupo I, en un total
de 220 gestantes) reveld la deteccion de inmunoglobulinas en suero, lo cual es
indicativo de infeccion aguda o latente. La positividad no tan alta encontrada entre las
muestras IgM positivas (70,58%) podria deberse al uso de capaz leucocitarias como
material clinico para la extraccion de ADN. El procedimiento usado para recuperar la
capa leucocitaria podria interferir con la sensibilidad del PCR, y la posibilidad de que
los parasitos puedan ser sedimentados junto con eritrocitos no puede ser excluida (Hitt
and Filice 1992). Es sabido que la capa leucocitaria no representa un material ideal
para analizar la presencia de T. gondii en casos agudos si uno considera la alta
preferencia del protozoo por otros tejidos. Otro factor que podria explicar la proporcién
de 29,4% de las muestras que revelaron resultados de PCR negativo y serologia
reactiva para IgM es la probabilidad de encontrar pacientes con IgM residuales
detectadas durante periodos prologados de tiempo, incluso después del final de un
episodio agudo y la consecuente erradicacion de la parasitemia (Ho- Ye et al ,1992;
Cantos et al, 2001). Ademéas de la sensibilidad inherente de diversos ensayos
relacionados hasta ahora, la distribucion no uniforme de Toxoplasma en muestras
clinicas que contienen so6lo unos pocos parasitos también puede explicar los hallazgos
discordantes. Guy & Joynson (1995), usando un formato de PCR convencional
encontré solo un 53% de pacientes positivos hasta 5 semanas después de infeccion,

sugiriendo que un resultado no excluye un episodio de infeccién reciente.

Mas relevante fue el resultado obtenido con los otros dos grupos IgM negativos,
teniendo en cuenta que, al menos tedricamente, estos corresponden a muestras de
individuos sin la parasitemia. En este sentido una alta especificidad del 97,45% fue

encontrada usando el grupo | como grupo enfermo (IgM +) y grupo Il + 1l como grupo
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no enfermo (IgM -). La deteccion de ADN de Toxoplasma en 6 de 128 gestantes con
infeccion cronica es sorprendente, ya que es conocido que pacientes con
toxoplasmosis latente presenten parasitemia intermitente baja carga parasitaria.
Estudios previos han descrito PCR positivo en individuos IgM negativo, provocando
sospecha de falsos positivos o alternativamente, considerando que la parasitemia
puede ser mas prevalente de lo esperado en la fase crénica de la enfermedad (Grob et
al , 1992; Johnson et al 1993; Guy & Joynson 1995). Wong & Remington (1993)
sugieren la posibilidad que los bradizoitos de T.gondii pueden ser liberados de quistes
de tejidos e invaden células vecinas, eventualmente culminando con parasitos
circulando en infecciones cronicas. Pelloux et al (1997) encontr6 PCR positivos en
sangre de pacientes inmunodeficientes sin encefalitis toxoplasmica. Algunos autores
discuten la posibilidad de transmision vertical en mujeres embarazadas infectadas
cronicamente en casos de reactivacion (Romand et al. 2004). Estos hallazgos
conducen a la interpretacion que las infecciones de toxoplasmosis crénica son capaces
de promover resultados positivos por PCR cuando el pardsito se encuentra en

circulando.

Sin embrago, los 5 casos seronegativos del grupo Il (IgG e IgM negativos) que fueron
positivos en los ensayos moleculares son intrigantes. Una posible explicacion es que
estas voluntarias no son capaces de producir anticuerpos especificos representando un
estado de inmunodeficiencia. O alternativamente, podria corresponder a una infeccion
muy reciente al momento del ensayo serolégico, ocasionando una insuficiente
produccién de inmunoglobulinas no detectadas por serologia. Por otra parte, estas
muestras fueron obtenidas de embarazadas con riesgo de presentar primoinfeccion por
T.gondii, una vez que la prueba serolédgica fue ordenada por sospecha clinica. Estos
resultados confirman la importancia que tiene el monitoreo seroldgico en las gestantes
seronegativas para IgG anti-T.gondii debido al alto grado de exposicién frente a este

parasito (Blanco P et al, 2011).

La probabilidad de tener un PCR en tiempo real positivo fue de 13,02 mayor en las

gestantes con infeccion aguda que en las gestantes con contacto pasado con el
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protozoo- toxoplasmosis crénica, 6 en aquellas que presentaron serologia negativa-sin
infeccion. Estas diferencias fueron reportadas como estadisticamente significativa
(p<0.05). En este estudio también se evidencio diferencias considerables con respecto
a la carga parasitaria en las muestras con infeccion aguda (n=12) comparado con
aquellas del grupo de gestantes no enfermas, con IgM negativa (n=11) (p<0.01). Estos
hallazgos expresan un incremento en el numero de parasitos en las muestras
serolégicamente identificadas como toxoplasmosis aguda. Los datos estadisticos
también demostraron una correlacion positiva entre los valores de densidad Optica de la
prueba serolégica IgM y el nimero de protozoos circulando en gestantes con
toxoplasmosis reciente (p<0.0001). El protocolo TagMan muestra una alta capacidad
para detectar las muestras verdaderas negativas, considerando que 89,54% de los
pacientes que no pueden ser detectados no eran realmente enfermos (IgM -, grupo Il
+II).

Al analizar los resultados positivos por PCR en tiempo real con las variables del estudio
se encontré que la convivencia con gatos, no tuvo asociacion estadistica, a pesar de
gue 2 de las 23 gestantes manifestaron convivir con gatos en sus viviendas y tener
visita de gatos callejeros. Con respecto al consumo de agua, se encontré que 14 del
total de gestantes con PCR positivo tomaban el agua directamente del grifo. Aunque
este estudio no mostré que el beber agua directamente del grifo estuviera asociado con
el riesgo de infeccién, tampoco demuestra lo contrario debido a que 6 gestantes que
manifestaron consumir agua hervida y 2 gestantes que consumian agua tratada o de
bolsa resultaron positivas por PCR. En este trabajo no se encontré6 una asociacion
estadisticamente significativa entre las variables consumo de carnes y tipo de vivienda
con los resultados positivos por PCR; sin embargo, no se descarta la posibilidad de una
infeccion adquirida en las gestantes por el consumo de alimentos fuera de la vivienda y
el contacto directo con ooquistes presentes en la tierra. Al analizar los resultados
obtenidos entre las gestantes negativas por la técnica Elisa IgG e IgM antiToxoplasma
y PCR en tiempo real no hubo una relacion significativa entre los resultados negativos

y las variables estudiadas.
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Este estudio demuestra la importancia de la combinacion de la técnica de PCR en
tiempo real con las pruebas serologicas para establecer un diagnostico mas certero y
oportuno, al momento de reportar posibles casos de toxoplasmosis congénita, y la
posibilidad de incluirlas como herramientas diagndsticas dentro de los programas de

vigilancia epidemioldgica de la toxoplasmosis en el pais.
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5. CONCLUSIONES

Se confirma la utilidad de la técnica de PCR en tiempo real en la detecciéon de ADN de
T. gondii en muestras de sangre periférica de gestantes con diagndstico de infeccion
reciente, infeccion cronica y en gestantes sin la infeccion, aportando de este modo
informacién oportuna para el suministro del tratamiento a las gestantes con el fin de

reducir las secuelas de la enfermedad en los recién nacidos.

La frecuencia de deteccion de ADN de T. gondii del 10,5% mediante la técnica de PCR
en tiempo real demuestra que la toxoplasmosis congénita sigue siendo un problema de
salud publica en Colombia, de ahi la importancia de desarrollar programas de

prevencion y seguimiento a embarazadas susceptibles de adquirir la infeccion.

La PCR en tiempo real por ser una técnica de diagnostico molecular cuantitativa, logro
cuantificar pequefias cantidades de ADN de T. gondii (0,05 copias/reaccion) y de este
modo permitié estimar la carga parasitaria de las gestantes para asi evaluar los niveles
de parasitos en sangre periférica luego de ser suministrado el respectivo tratamiento a
las gestantes del estudio. La alta sensibilidad de la PCR también se explica por el
empleo de primers dirigidos a la amplificacion de un segmento de ADN de 529pb del
elemento repetido de Toxoplasma, el cual se encuentra altamente repetido de 200 a

300 veces en el genoma del parasito. (Jones C et al. 2000).

Los valores de sensibilidad (70,58%) y especificidad (97,45%) diagndstica encontrados
entre los grupos de gestantes con infeccion reciente y los grupos de gestantes sin
infeccion por PCR en tiempo real demuestran la reproductividad y confiabilidad del

ensayo.
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6. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta, la alta prevalencia de la toxoplasmosis registrada en las gestantes
del departamento de Sucre (66%), y la frecuente circulacion del parasito en esta zona,
se sugiere desarrollar programas de prevencion y monitoreo serolégico en gestantes
del departamento, principalmente en gestantes susceptibles de adquirir la infeccion por

Toxoplasma gondii.

Implementar nuevas técnicas serolégicas para la deteccion de infeccion por
Toxoplasma gondii, debido a que las pruebas comerciales comunmente utilizadas
podrian estar arrojando resultados falsos positivos y falsos negativos, que interfieren en
el adecuado manejo y tratamiento de la toxoplasmosis congénita y podrian poner en

riesgo la salud de fetos en gestacion.

Se sugiere un seguimiento clinico completo a los nifios producto de madres con
resultados positivos por la técnica de PCR anidado para determinar la severidad de la

infeccion e instaurar un tratamiento oportuno.
Se hace necesario desarrollar nuevas investigaciones que ayuden a aclarar los

mecanismos de regulacion inmunoldgica desarrollados en gestantes positivas por PCR

en las que no se demostré produccion de anticuerpos tipo IgG.
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ANEXOS

Anexo 1. Autorizacion y vinculacion de las gestantes al estudio.

“PAPEL DE LOS SUBTIPOS DE IgG CONTRA ANTIGENOS RECOMBINANTES DE
Toxoplasma gondii COMO MARCADORES DIAGNOSTICOS EN LA
TOXOPLASMOSIS CONGENITA: ESTUDIO MULTICENTRICO”

Investigador responsable: Pedro Blanco Tuiran.
Estimada sefiora:

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 esté 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 pregintenos 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 diagndstico 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 infeccién.



2. Como 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 infeccién durante el embarazo se le realizar4 un control a su bebé 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
bebé, si decide participar en el estudio.

4. Beneficios de su participacion en el estudio: Los resultados obtenidos lo
beneficiaran a usted y a su bebé porque con el control realizado mediante la aplicacion
de pruebas de diagnéstico, ofrecidas en este estudio de caracter gratuito, podremos
detectar oportunamente casos de infeccién para disminuir los dafios causados en el
nifio 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 o 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, Tel. Cel.: 3008033174.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: Si usted autoriza su
participacion y la de su bebé en este estudio, 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 ( )

Nombre, firma y documento del testigo 1.

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania N°. De:
Fecha: Dia (____ ) Mes ( ) Afio ( )

Nombre, firma y documento del testigo 2.

Nombre:

Firma:
Cédula de Ciudadania N°. De:

Fecha: Dia(___ ) Mes ( JARo ()



Anexo 2. Formato de coleccion de informacion tipo encuesta para la determinacion de
los factores de riesgo asociados a la toxoplasmosis en embarazadas del municipio de

Sincelejo.

“EVALUACION DE LA TECNICA PCR EN TIEMPO REAL EN EL DIAGNOSTICO DE
LA TOXOPLASMOSIS EN GESTANTES DEL DEPARTAMENTO DE SUCRE”.

Encuesta N°: Fecha: / /

1. Datos personales:

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

Entidad de salud:

Centro de atencion (IPS):

2. Antecedentes Gineco-obstetricos:

N° de partos: N° de abortos: Edad gestacional actual: (semanas)

3. Vivienda actual:

Material de la vivienda: Madera: Bahareque: Ladrillo-cemento: Plastico:

Cartoén: Otro: ¢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 medio cocer: Cruda:

Consume el agua: Directamente del grifo: Hervida: Filtrada: En bolsa:

De pozo:

7. Otros:

Manipula suelo: Si: No:

Manipula carne cruda: Si: ___ No:



Anexo 3. Formulas empleadas para el célculo de eficiencia diagnostica, sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos e indice de concordancia Kappa
de Cohen.

TECNICA A PRUEBA DE REFERENCIA TOTAL
EVALUAR — -
Positivos Negativos
Positivos VP FP Tc.)t.al
positivos
Negativos FN VN T‘“f”"
negativos
Total de Total de no Total
Total muestras
enfermos enfermos )
analizadas

Dénde:

VP: Verdaderos positivos
VN: Verdaderos negativos
FP: Falsos positivos

FN: Falsos negativos

» Eficiencia diagnostica:

VP+ VN
" Total muestras




> Sensibilidad:

VP W
Total de enfermos VPHEN

*100

» Especificidad:

VN W
Total de no enfermos ~ VN+FP

100

» Valor predictivo positivo:

= v
Total de positivos  VP+FP

VP pos = 100

» Valor predictivo negativo:

VIN VIN

Total de negativos ~ VN+EN 100

VP neg=



Anexo 4. Relacién entre factores de riesgo y positividad para toxoplasmosis por la

técnica de Elisa IgG en la poblacién de estudio.

Factores de N° de N° de N° de Prevalencia IC 95% x? (p-
riesgo Casos Casos Casos % value)

Positivos | Negativos

Contacto con 0.52
gatos 41 29 12 70,73 54,2- 83,3 | (0.47)
No contacto con 0.53
gatos 179 116 63 64,80 57,2-71,6 (0.46)
Consumo de agua 0.01
de grifo 122 80 42 65,57 56,3-73,7 (0.90)
Consumo de agua 52 36 16 69,23 54,7-80,8 0.33
hervida (0.56)
Consumo de agua 10 5 5 50 23,6-76,3 1.18
filtrada (0.27)
Consumo de agua 25 16 9 64 42,6-81,2 0.05
de bolsa (0.83)
Consumo de agua 11 8 3 72,72 39,3-92,6 0.24
pozo (0.62)
Consumo de carne
de pescado 17 11 6 64,70 38,6-84,7 0.01
(0.91)
Consumo de carne 53 38 15 71,69 57,4-82,8 1.04
de res (0.30)
Consumo de carne 24 13 11 54,16 33,2-73,8 1.65
de pollo (0.19)

Consumo de carne
de cerdo 4 4 0 100 39,5-100 2.11



Consumo de carne
de aves, res,
pescado y cerdo
Presencia de aves,
perros y otros
animales
Presencia de

animales: perros

Presencia de

animales: aves

No presencia de

otros animales

Material de la
vivienda: ladrillo-
cemento

Material de la
vivienda:artesanal
Material del piso :
ceramica

Material del piso:

cemento

Material del piso:

tierra

107

59

50

31

80

154

66

28

112

80

71

38

33

22

52

101

44

15

74

56

36

21

17

28

53

22

13

38

24

66,35

64,40

66

70,96

65

65,58

66,66

53,57

66,07

70

56,4-75,0

50,8-76,1

51,1-78,4

51,7-85,1

53,4.75,1

57,4-72,9

53,8-77,4

34,2-71,9

56,4-74,5

58,5-79,4

(0.14)

0.02
(0.89)

0.08
0.77)

2.4E-
04
(0.98)

0.41
(0.52)

0.05
(0.82)

0.01
(0.93)
0.02
(0.87)
2.17
(0.14)
2.7E-
03
(0.95)
0.94
(0.33)



Anexo 5. Relacion de las variables edad y periodo de gestacion con resultados

positivos por la técnica de Elisa IgG antiToxoplasma en la poblacion de estudio.

2

Variable N° de N° de N° de Prevalencia IC X (p-
Casos Casos Casos % 95% value)
Positivos Negativos

Edad de las 116 75 41 64,65 55,1- | 0.17 (0.67)
gestantes: 14- 73,1
22
Edad de |las
gestantes: 23- 83 57 26 63,85 52,5- | 0.45 (0.50)
31 73,9
Edad de Ilas
gestantes:  32- 21 13 8 61,9 38,6- | 0.17 (0.68)
40 81,0
Edad
gestacional: 56 42 14 75 61,3- | 2.76 (0.09)
1trimestre 85,1
Edad
gestacional: 79 48 31 60,75 49,1- | 1.25(0.22)
2trimestre 71,3
Edad 85 55 30 64,70 53,5-  0.09 (0.76)
gestacional: 745

3trimestre



Anexo 6. Relacion entre factores de riesgo y positividad para toxoplasmosis por la

técnica de PCR en tiempo real en la poblacion de estudio.

2

Factores de N° de Casos Casos Prevalencia IC 95% X“ (p-
riesgo Casos | Positivos | Negativos % value)

Contacto con 41 2 39 4,87 0,84 -17,80 1.67
gatos (0.19)
No contacto 179 21 158 11,73 7,57-17,58 1.96
con gatos (0.16)
Consumo de 122 14 108 11,47 6,64-18,8 0.30
agua de grifo (0.58)
Consumo de 0.09
agua hervida 52 6 46 11,53 4,77-2,41 (0.77)
Consumo de 1.18
agua filtrada 10 0 10 0 0-34,4 (0.27)
Consumo de 0.18
agua de bolsa 25 2 23 8 1,39- 2,75 (0.67)
Consumo de 0.02
agua pozo 11 1 10 9 0,4- 42,8 (0.87)
Consumo de
carne de 17 1 16 5,88 0,30- 30,76 0.41
pescado (0.52)
Consumo de 1.71
carne de res 53 3 50 5,66 1,47-16,62 (0.19)
Consumo de 24 2 22 8,33 1,45- 28,47 0.13
carne de pollo (0.71)
Consumo de 4 0 4 0 6,31-15,47 0.48
carne de (0.49)
cerdo

Consumo de
carne de aves, 107 15 92 14,01 8,31- 2.83
res, pescado y 22,383 (0.09)



cerdo

Presencia de
aves, perros y
otros animales
Presencia de
animales:
perros
Presencia de
animales:
aves

No presencia
de otros
animales
Material de la
vivienda:
ladrillo-
cemento
Material de la
vivienda:artes
anal

Material del
piso de la
vivienda:
cerdmica
Material del
piso de Ila
vivienda:
cemento
Material del
piso de la

vivienda: tierra

59

50

31

80

154

66

28

112

80

5 54
4 46
4 27
10 70
17 137
6 60
4 24
12 100
7 73

8,47

10,05

12,5

8,33

9,09

14,28

10,71

8,75

3,16- 19,41

2,59 -20,11

6,31- 15,47

6,48- 22,23

3,10-19,11

3,74-19,38

4,67- 33,56

5,90- 18,32

3,88-17,74

0.34
(0.56)

0.42
(0.51)

0.23
(0.63)

0.56
(0.45)

0.57

(0.45)

0.19

(0.66)

0.50
(0.47)

0.02
(0.89)

0.39
(0.53)



Anexo 7. Relacion de las variables edad y periodo de gestacion con resultados

positivos por la técnica de PCR en tiempo real en la poblacion de estudio.

2

Variable N° de Casos Casos Prevalencia | IC 95% X (p-
Casos Positivos Negativos % value)
Edad de |las 116 14 102 12,06 6,9-19,7 0.68
gestantes: (0.40)
14-21
Edad de las
gestantes: 83 9 74 10,84 5,38- 0.02
22-31 20,0 (0.88)
Edad de |las
gestantes: 21 0 21 0 0-19,2 2.71
32-40 (0.09)
Edad gestacional:
1trimestre 56 5 51 8,92 3,3-20,3 0.19
(0.66)
Edad gestacional:
2trimestre 79 8 71 10,12 4,78- 0.01
19,4 (0.90)
Edad gestacional: 85 10 75 9,62 5,43- 0.25 0.

3trimestre 16,2 61)



