Actualizaciones

Avances diagnosticos
en toxoplasmosis

PCR, nuevos marcadores de infeccion evolutiva

y otras técnicas*

Maria Teresa Montoya, Jorge Enrique Gémez, John Carlos Castafio, Cathy Marx,

El diagnéstico de la
toxoplasmosis requiere la
realizacion de pruebas de
laboratorio; en esta revision
se presenta un sumario de las
técnicas que han aparecido
en los Ultimos afios y que han
aportado nuevos criterios
para afirmar la presencia de
una infeccién clinicamente
importante. Se discute la
cinética de anticuerpos y los
limites y ventajas de las
técnicas de deteccién de
anticuerpos y del parasito,
incluyendo la reaccion en
cadena de la polimerasa
(PCR). Se presenta una guia
para la interpretacion de
resultados en las diversas
manifestaciones clinicas de
esta infeccion. Grandes
avances y mejorias notables
en las técnicas de diagnostico
se han realizado pero se hace
aln necesario mejorarlas y
simplificarlas para lograr un
mayor acceso a su aplicacion.

Dominique Aubert, Annie Bonhomme, Jean Michel Pinon

Introduccidn

a toxoplasmosis hu-

mana es provocada

por el Toxoplasma

gondii, un parasito
intracelular obligado

de la familia de las coccidias
(Figura 1). La infeccion por
Toxoplasma gondii es benigna
en el adulto con adecuado siste-
ma inmunitario, y es general-
mente asintomatica o con sinto-
mas no especificos; sin embargo
existe la necesidad de hacer un
diagndstico precoz de infeccio-
nes recientes en varias situacio-
nes. En el caso de la primoin-
feccion en el embarazo por el
riesgo de transmision al feto, lo
cual puede llevar a una toxo-
plasmosis congénita en 17 a 25%
de los casos, si se adquiere en el
primer o segundo trimestre y
65% en el tercero (1). En los
pacientes inmunocomprometi-
dos por el riesgo de desarrollar
una complicacion grave (por
ejemplo la toxoplasmosis cere-
bral) debido a reactivacion con
proliferacién no controlada del
parasito. En los recién nacidos
con sintomas de sindrome
TORCHS (sigla que agrupa los
signos y sintomas producidos
por las infecciones congénitas
por toxoplasma, rubéola,
citomegalovirus, herpes virus,
sifilis u otros) debido a las se-
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cuelas que puede ocasionar si
no se hace un diagnostico opor-
tuno que permita el tratamien-
to precoz y que evite la apari-
cion de las secuelas tardias
como el retardo en el desarro-
llo psicomotor o la retinoco-
roiditis (1).

La importancia de esta parasito-
sis en Colombia se puede apre-
ciar en las estimaciones basadas
en los estudios sobre la frecuen-
cia de adquisicion durante el
embarazo (2), que permiten es-
tablecer que cada afio pueden
nacer en el pais entre 600 y 3.600
nifios con la infeccion congénita
y los informes (3) que sefialan a
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la toxoplasmosis como la segun-
da causa de sindrome TORCHS
después de la sifilis. No existen
trabajos sobre la frecuencia de
encefalitis toxoplasmica en los
pacientes con SIDA pero el im-
pacto debe ser grande si se tiene
en cuenta que 50% de la pobla-
cién colombiana ha tenido con-
tacto con el parésito (4). Sabien-
do que 30 a 40% de los pacien-
tes con SIDA que han tenido la
infeccién en el pasado desarro-
llan una encefalitis por este pa-
rasito (5) y que hay 50.000 ca-
sos de infeccién por HIV estima-
dos por el Ministerio de Salud;
por lo menos entre siete y 10.000
pacientes tendrian el riesgo de
desarrollar esta forma clinica.

Debido a que no existen sinto-
mas especificos de esta infec-
cion, la sospecha clinica requie-
re siempre confirmacion por la-
boratorio. La estrategia diagnos-
tica puede basarse en técnicas
serolégicas que midan anticuer-
pos especificos o métodos cuali-
tativos y semicuantitativos que
establezcan perfiles inmunold-
gicos comparados, que pueden
distinguir entre anticuerpos ma-
ternos y fetales o una neopro-
duccion. Cuando se sospecha un
déficit inmunitario o una pro-
duccién débil de anticuerpos,
como en los casos de inmu-
nosupresion o infeccion fetal se
puede emprender la deteccion
directa del parésito tanto en ra-
ton como en cultivo celular o
evidenciar su presencia por la
amplificacion de un segmento
del ADN del parasito. En esta
revision tuvimos como objetivo
hacer una puesta al dia sucinta
sobre los avances recientes en
las técnicas diagnosticas utiliza-
das para la toxoplasmosis hu-
mana, con énfasis en los que han
aparecido en los ultimos diez
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Figura 1. Ultraestructura de un taquizoito de Toxoplasma gondii ( x 27.000).
Corte longitudinal. Contraste con acetato de uranilo. N= Nlcleo: G= Aparato de Golgi;
GD= Granulos Densos; R= Rhoptrias; C= Regién conoide.

(Equipo 4 “Relaciones Huésped-Parasito".Unidad

afios, analizando sus limitacio-
nes, ventajas y los criterios apor-
tados. Por un enfoque practico
nos hemos limitado a las prue-
bas que han demostrado una real
utilidad y aplicacion cotidiana,
por ello no discutimos la detec-
cion de antigeno circulante que
ha demostrado muy pobre efi-
ciencia para el diagnéstico (6).
Tampoco discutimos las técni-
cas que miden IgG las cuales
son ampliamente conocidas y
extendidas en su aplicacion. Solo
presentamos un breve comenta-
rio sobre la estrategia de medi-
cion de la avidez en IgG y el test
de aglutinacidn diferencial (AC/
HS) ya que son de introduccion
mas reciente.

Cinética de los

anticuerpos

El diagnostico se puede basar en
pruebas seroldgicas que eviden-
cian la presencia de inmuno-
globulinas especificas 1gG, IgM,

314 INSERM, Reims Francia).

IgA e IgE. Es importante cono-
cer la cinética de aparicion de
los anticuerpos (Figura 2) y el
tiempo de duracién de cada
isotipo de inmunoglobulinas
para realizar la interpretacion de
las pruebas seroldgicas y datar
el inicio de la infeccion. Como
se menciond, las infecciones
clinicamente importantes perte-
necen (salvo en el caso de los
inmunosuprimidos) a infeccio-
nes recientes. La cinética va a
depender de la técnica de
deteccidn de anticuerpos que se
utilice y los métodos de fabrica-
cion del antigeno. El patron que
se menciona a continuacion se
refiere a lo que se halla por
inmunofluorescencia indirecta
(IF1) o las técnicas inmunoen-
zimaticas (ELISA) o en la aglu-
tinacion de alta sensibilidad
(ADHS)enelcasodelalgGya
las técnicas de inmunocaptura
(IC) en los otros casos. La IgG
aparece una a tres semanas des-
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Figura 2. Evolucién de los titulos de anticuerpos 1gG (técnica ADHS), resultados presentados en unidades por

ml y de anticuerpos IgM, IgA e IgE segun la técnica de IC con resultados presentados en cruces
(nivel de aglutinacion 0 a 12 *) en 52 casos de seroconversion (Laboratorio de Parasitologia,
Grupo Pluridisciplinario de Toxoplasmosis, Hopital Maison Blanche, Reims).

pués de adquirida la infeccion y
alcanza su méaximo nivel tres a
seis meses después para luego
descender y quedar en niveles
bajos por el resto de la vida. La
elevacién de 1gG especificas
para Toxoplasma en muestras
tomadas con un intervalo de cua-
tro semanas puede ser utilizado
como criterio diagnéstico pero
tiene el inconveniente de que re-
tarda el diagnéstico. La dete-
ccién de IgM fue propuesta
como marcador de infeccion ac-
tiva. Inicialmente fue realizada
a través de lainmunofluorescen-
cia indirecta (IFI-IgM o prueba
de Remington) pero no tiene una
buena sensibilidad ya que la
deteccion puede ser bloqueada
por la presencia de altos niveles
de 1gG o de factor reumatoideo;
s6lo 10 a 25% de las toxoplas-
mosis agudas son positivas por
esta técnica (7). Mas adelante se
propuso la estrategia de IC la
cual detecta la IgM a partir de la
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primera o segunda semana de
infeccién y mejoré notablemen-
te la sensibilidad, pero con ella
la IgM permanece detectable
entre seis a 18 meses e incluso,
dependiendo de variaciones in-
dividuales, hasta uno a dos afios
después de la primoinfeccion.
Adicionalmente pueden existir
"IgM naturales" (inmunoglobu-
linas circulantes del isotipo IgM
que reconocen al Toxoplasma
aln sin haber ocurrido una in-
feccion). Buscando otros mar-
cadores serolégicos que posibi-
liten el diagnéstico de una in-
feccién aguda desde la primera
muestra, se propuso la determi-
nacion de IgA e IgE las cuales
tienen una duracién méas corta
en circulacion y permiten ser uti-
lizadas en el diagnéstico de in-
feccion reciente. Los anticuer-
pos IgA aparecen dos semanas
después de la IgM y persisten de
seis a ocho meses, la tasa mas
alta se alcanza al mes. Las IgE

son mas precoces, alcanzan un
nivel maximo 15 dias a tres se-
manas después de la infecciény
tienen una regresién rapida, in-
ferior a cuatro meses. Otra ven-
taja de estos isotipos es que no
existen anticuerpos IgA o IgE
naturales (7, 8).

Técnicas serologicas
IgG de avidez
Esta técnica es una adaptacién
de la prueba de ELISA 1gG para
medir la avidez del anticuerpo.
Se basa en que los anticuerpos
producidos durante la fase agu-
da de la infeccién tienen una
menor avidez. El antigeno es so-
luble, puede ser citoplasmatico
0 de membrana. La elucion del
antigeno puede hacerse con urea
o dietilamina, siendo seis M la
concentracion de urea 6ptima
para la separacion de indices de
avidez (9). Unadilucién del sue-
ro se incuba sobre estas elucio-
nes. Después de lavar se afiade
un conjugado anti IgG unido a
laenzimay lareaccion colorimé-
trica se lee en el espectro-
fotometro. Las lecturas de
absorbancia de las placas lava-
das con el agente de elucién (AE)
y tampon de fosfatos (PBS) son
utilizadas para calcular el indice
de avidez (1A):

_ Absorbancia después de lavar AE
1A X

100%
Absorbancia después de lavar PBS

En el caso de la toxoplasmosis
aguda, el indice de avidez es
menor de 45%, y en el caso de
la toxoplasmosis crénica se ha
informado indices de avidez
mayores de 50% (8). La toxo-
plasmosis ganglionar de menos
de tres meses de duracién se
asocia con IgG de avidez baja,
con sensibilidad de 76% y espe-
cificidad de 96% para el diag-
néstico (9).
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No se encuentran diferencias sig-
nificativas de 1gG de avidez en
pacientes HIV positivos con o
sin toxoplasmosis cerebral. Me-
didas seriadas de 1gG de avidez
permiten la distincion entre los
anticuerpos producidos en nifios
con toxoplasmosis congénita y
los pasivos, provenientes de la
madre en los nifios no infecta-
dos. Los nifios infectados congé -
nitamente muestran un marcado
descenso de la IgG de avidez en
el primer afio de vida a diferen-
cia de los no infectados que no
muestran cambio con el incre-
mento de la edad (9).

Para la toxoplasmosis adquirida
durante el embarazo el valor
predictivo positivo en una cohor-
te finlandesa evaluada por va-
rias técnicas fue de 100%. El
limite de esta técnica es que re-
quiere la presencia de 1gG, que
la hace de poca utilidad para el
diagndstico precoz. El principal
aporte es su especificidad para
la fase aguda (10).

Técnica de aglutinacion
diferencial ~ (AC/HS)

La técnica de AC/HS compara
los titulos obtenidos con taqui-
zoitos fijados en formalina
(antigeno HS) con aquellos fija-
dos en acetona o metanol
(antigeno AC) (11). Suzuki et al
(12), informaron que la prepara-
cién AC contiene antigenos es-
tadio-especificos del ciclo vital
del parasito, que son reconoci-
dos por anticuerpos IgG en la
fase precoz de la infeccion. Este
método se utiliza s6lo en adul-
tos, cuyos sueros contienen tan-
to 1gG como IgM y en los cuales
es necesario definir si existe una
infeccion reciente. En un estu-
dio reciente esta prueba identifi-
c6 a todas las mujeres que
seroconvirtieron durante el em-
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barazo aunque el patrén agudo
habia sido evidente primero con
las pruebas para IgM, IgE o IgA
(11).

Técnicas

de inmunocaptura (IC)

El principio de IC se basa en una
separacién inicial del isotipo de
anticuerpos del cual se quiere
realizar la deteccién. Para ello
un anticuerpo monoclonal antii-
sotipo humano se fija en una pla-
ca, el suero sometido a la prueba
se afiade e incuba con la placa,
un lavado elimina todos los otros
isotipos no fijados. La revela-
cién se puede realizar tanto
inmunoenziméaticamente (ELI-
SA doble sandwich o reversa) o
utilizando el principio de aglu-
tinacion (técnicas IC) afadien-
do el parésito formalizado ente-
ro (antigeno figurado). Con este
mismo principio se pueden cuan-
tificar anticuerpos de isotipos
IgM, IgA e IgE. La suspension
de antigeno, en las IC, se afiade
en tres pozos, utilizando en cada
uno cantidades crecientes. Cuan-
do hay anticuerpos antito-
xoplasma los parésitos se adhie-
ren a la pared del pozo y forman
un velo; cuando no hay anticuer-
pos los parasitos se depositan
formando un botén en el fondo
del pozo. La lectura se expresa
en cruces que van de cero a cua-
tro en cada pozo, segun el grado
de aglutinacidn; asi el puntaje
maximo que se puede obtener es
12. Se considera positivo para
IgM un puntaje siete 0 mas, para
IgA un puntaje dos 0 méas y para
IgE un puntaje 0.5 0 més. Tiene
como ventajas que es una reac-
cion simple, no afectada por fac-
tores reumatoideos y que la lec-
tura puede ser automatizada (13).
Sus inconvenientes son la lectu-
ra dificil si no se cuenta con un
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equipo lector de aglutinacion que
elimine la subjetividad y en que
es sensible a la presencia de IgM
residuales, en el caso de ISAGA-
IgM (14).

Inmunocaptura IgM: la ISAGA
IgM al ser comparada con técni-
cas clésicas como la IFl IgM
(prueba de Remington) y la
hemaglutinacion indirecta con 2-
mercaptoetanol, muestra una ex-
celente especificidad (98.4%);
esto se explica por la utilizacion
de anti-lgM monoclonal y la au-
sencia de falsos negativos por
los fendmenos de competicion
con IgG antitoxoplasma (13). El
mayor valor de la deteccién de
IgM es para determinar si una
mujer embarazada no se ha in-
fectado recientemente (15). Una
prueba negativa descarta virtual-
mente la infeccion reciente a
menos que el suero sea tomado
en una fase tan temprana que la
respuesta de anticuerpos no se
haya desarrollado. Setenta a se-
tenta y cinco por ciento de los
recién nacidos con infeccion
congénita tienen IgM. Puede
ocurrir traspaso de IgM materna
al momento del parto, como he-
mos tenido la experiencia en un
estudio de seguimiento de ma-
dres con la infeccidn adquirida
durante el embarazo, en el
Quindio. Una muestra a partir
del tercer dia de nacido confir-
mara si la IgM es fetal o mater-
na. Toda muestra positiva por
IgM ISAGA en corddn umbilical
debe ser confirmada.
Inmunocaptura 1gA: la IgA por
IC puede detectarse en toxoplas-
mosis aguda en 80 a 95% de los
casos y son mas raramente
detectables en una infeccion cro-
nica que los IgM (8). Su mayor
interés reside en el diagnostico
de la infeccién congénita (16).
En nuestra experiencia en la Uni-
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versidad del Quindio encontra-
mos el hijo de una mujer con
infeccion adquirida y diagnosti-
cada durante el embarazo, cuyo
examen IgM era negativo, pero
la prueba para IgA antitoxoplas-
ma fue reactiva. Esto esta de
acuerdo con la experiencia pu-
blicada por otros autores. La mi-
tad de los casos congénitos sin
IgM durante el primer mes de
vida tienen IgA (17,18).
Inmunocaptura IgE: la deteccion
de anticuerpos IgE especificos
es muy util. Bierer (19) en un
estudio bioclinico demostr6 que
90% de los pacientes con signos
clinicos y 60% de los asintoma-
ticos, tenia IgE especificas aso-
ciadas con IgG, IgM e IgA du-
rante la fase aguda de la enferme-
dad. Como las IgA estos anti-
cuerpos son detectados en in-
munidades viejas s6lo en con-
textos clinicos particulares. En
23 pacientes estudiados por
Pinon et al (20) los IgE no per-
sistieron mas all4 de cuatro me-
ses. Sin embargo pueden existir
variaciones individuales excep-
cionales, Wong et al (21) infor-
maron una paciente con IgE
detectable 38 meses después de
la seroconversion, y nosotros
(Montoya MT et al, datos no pu-
blicados) tuvimos una paciente
con IgE detectable 36 meses des-
pués de haber dado a luz a un
nifio con toxoplasmosis conge-
nita.

Los IgE se hallan en la presen-
tancion clinica inicial (67% por
IC en una muestra de 12 nifios)
o0 en la recrudescencia de la toxo-
plasmosis congénita; en adultos
con linfadenopatia persistente
(88% por IC en 17 pacientes) y
en casos de retinocoroiditis (25%
por IC en 11 pacientes), es asi
un marcador de toxoplasmosis
evolutiva (20, 21). En una serie
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de 52 nifios con la infeccién con-
génita fue encontrado en 25%
de los casos y siempe asociado a
IgM o a IgA; por lo tanto no
constituy6 un criterio adicional
de diagndstico (7).

Durante la infeccidon adquirida
en el embarazo, Pinon et al (20)
encontraron IgE en 25 (86%)
de 29 mujeresy Wong et al (21)
en 100% de ocho madres estu-
diadas. En retinocoroiditis aso-
ciada a presencia de IgM o IgA
Wong et al (21) encontraron IgE
en nueve de nueve pacientes.
En encefalitis toxopldsmica la
IgE fue detectada en 83% de 12
adultos por IC y en 50% por
ELISA. En resumen, los resul-
tados del estudio de Wong et al
(21) muestran que la IgE ELISA
es mas sensible en los casos con-
geénitos, linfadenopatias vy
coriorretinitis y la IgE por IC
en el estudio de la embarazada.
La IC fue més precoz y detectd
por menos tiempo esta inmuno-
globulina.

Estudios en sangre fetal: La
bdsqueda de los diferentes
isotipos en sangre fetal a través
de las técnicas IC, asociada a la
investigacion del parasito con
cultivo o PCR, son utiles para
el diagnostico y tratamiento pre-
coz de la toxoplasmosis congé-
nita (22, 23). Aunque la sintesis
de IgM fetal es lenta y débil,
estudios prospectivos han reve-
lado que ésta se detecta en 25%
de los fetos infectados (24). La
investigacion de IgA especifica
aporta un complemento al diag-
ndstico, en presencia o no de
IgM especifica. Las IgE anti-
toxopladsmicas son igualmente
detectadas en estas muestras; su
dosificacién constituye enton-
ces una ayuda para afirmar la
contaminacion del recién naci-
do (25).

Perfiles inmunol4gicos

comparados por la técnica de
inmuno filtracién enzimatica -
Enzyme Linked Immuno

Filtration Assay-(PIC-ELIFA)

Este método de detecciéon de
anticuerpos consiste en realizar
primero una electroforesis con
antigeno soluble de Toxoplasma
gondii y luego una filtracién con
anticuerpos anti 1gG, IgM, IgA
0 IgE marcados con una enzima
(fosfatasa alcalina) y la revela-
cion de los arcos de precipita-
ciéon obtenidos (Figura 3). Se
considera positiva cuando se ob-
servan uno o mas arcos. Permite
comparar varios sueros frente a
diferentes complejos antigeno-
anticuerpo. Se utiliza en el diag-
néstico de toxoplasmosis con-
génita tanto prenatal, donde se
compara la sangre fetal y la de la
madre, como después del naci-
miento, donde se comparan el
suero de la madre en el momen-
to del parto, la sangre del cor-
dén umbilical y la sangre del
bebé en los dias uno, siete y diez.
La aparicién de un arco diferen-
te en el suero del bebé o presen-
te en la madre pero mas marca-
do en el nifio, indica neosintesis
de anticuerpos y, por lo tanto,
evidencia de una toxoplasmosis
congénica (26).

La sintesis de anticuerpos 1gG,
IgM e IgE antitoxoplasma son
claramente demostrables en ni-
fios infectados al nacer. La com-
paracion de perfiles inmuno-
l6gicos de la madre con el nifio
y los anticuerpos de isotipos 1gG,
IgM e IgE representan un crite-
rio potencial de infeccién fetal.
Existen muchas combinaciones
que permiten la diferenciacidn
de anticuerpos transmitidos por
la madre, de los fetales o los del
neonato. Por esta razén los PIC-
ELIFA presentan 84% de posi-
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tividad desde el dia cero hasta el
45. lo cual la hace mejor que la
ISAGA IgM. la ELISA IgM do-
ble o reversa, con las cuales la
contaminacion fetal sdlo es de-
tectada en 76% de los casos du-
rante los primeros cinco meses
de vida (26).

Publicaciones posteriores refie-
ren que los nifios con toxoplas-
mosis congénita son positivos en
89% entre el dia cero y el 150
por ELIFA, 71% por ISAGA
IgM y 14% por IFI IgM. La de-
teccion por ELIFA de IgM o IgE
especificas en liquido cefalorra-
quideo (LCR) al nacer constitu-
ye un signo de mal prondstico
(hidrocefalia); lo mismo la apa-
ricion o reaparicién, aun reci-
biendo tratamiento, de IgM o IgE
séricas, lo cual debe inducir a la
busqueda de coriorretinitis (27).
La asociacion del método ELIFA
y la técnica de ISAGA IgM ob-
tiene una sensibilidad y especi-
ficidad de 90% de los casos con-
génitos al dia 60 (28).
Recientemente se utilizé PIC
ELIFA para comparar sueros to-
mados en forma consecutiva de
pacientes inmunosuprimidos y
pudo detectar una variacién en
12 de 16 pacientes, mientras que
la técnica corriente para 1gG lo
detectd sélo en nueve (29).

Deteccion del parasito
La deteccion directa del parasito
puede ofrecer un criterio adicio-
nal a los métodos serolégicos y
es muy util en casos particulares
en los cuales, debido a la inma-
durez o la alteracion del sistema
inmunitario, haya una produc-
cién insuficiente de anticuerpos.
El parasito puede detectarse en
diferentes muestras asi: en la
toxoplasmosis congénita del li-
quido amniético. sangre fetal,
placenta o sangre de cordén um-
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bilical. En la toxoplasmosis de
los pacientes inmunosuprimidos
a partir de sangre, médula dsea,
LCR. lavado broncoalveolar o
de biopsia cerebral.

A continuacién se discuten los
diferentes métodos para poner
en evidencia el parasito en estas
muestras.

Inoculacion en ratén

Puede realizarse tanto en mues-
tras de liquidos hiolégicos por
ejemplo liquido amniético o san-
gre fetal; y a partir de tejidos
obtenidos por biopsia después
de digestion con tripsina; los re-
sultados se conocen alrededor de
30 a 45 dias. A partir del sépti-
mo dia después de la inoculacién
se puede buscar el parasito en el
liquido peritoneal del raton. A
las cuatro semanas se pueden
realizar pruebas seroldgicas al
raton por aglutinacion directa.
IFlI o ELISA. A la sexta semana
se buscan los quistes intracere-
brales (taquizoitos o bradizoitos
de Toxoplasma) sacrificando el
raton (30, 31).

Cultivos  celulares

El cultivo celular es una técnica
delicada y sensible a contami-
naciones. pero evidencia méas réa-
pidamente que la anterior los
parésitos a partir de diferentes
muestras: liquido amnidtico,
sangre fetal, sangre de la ma-
dre. biopsias. lavado bronco-
alveolar, etc. Las células mas
utilizadas son los fibroblastos
embrionarios humanos adhe-
rentes (tipo MRC5) o la linea
celular proveniente de leucemia
monocitica humana no adhé-
rente (T'HP 1). El examen direc-
to de los cultivos al microsco-
pio invertido aporta poca infor-
macion porque el efecto citopa-
togénico provocado por los
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Figura 4. Células de la linea proveniente de leucemia monocitica humana, THP1 en cultivo celular (microscopio

de luz, x 40). Se observan taquizoitos extracelulares de Toxoplasma gondii y una célula
con varios parasitos dentro de una vacuola parasitéfora.

toxoplasmas en desarrollo es
poco caracteristico y tardio,
pero la coloracién de los culti-
vos por Giemsa e inmuno-
fluorescencia directa permiten
sin equivocacion identificar los
parésitos después del cuarto dia
de incubacion (31) (Figura 4).
El cultivo en células THP1 es
mas sensible que en células
MRC5 y al ser comparado con
la inoculacién en raton esta ul-
tima es la que tiene mayor sen-
sibilidad (32, 33). La sensibili-
dad de las técnicas de cultivo
para el diagnodstico es del orden
de 75% para sangre fetal y 70%
para el liqguido amniético cuan-
do las pruebas seroldgicas no
son concluyentes (22).

La demostracién rapida en cul-
tivo celular del Toxoplasma en
sangre o tejidos en casos de
toxoplasmosis congénita o en
pacientes inmunosuprimidos, se
ha mostrado como una ayuda
crucial para el inicio precoz de
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la terapia (34). El cultivo en
fibroblastos MRC5 a partir de
lavado broncoalveolar ha sido
utilizado conjuntamente con el
examen directo de extendidos
coloreados con azul de metileno
rapido e inmunofluorescencia
directa (deteccion del parésito)
en el diagnoéstico de toxoplas-
mosis en pacientes con SIDA,;
los autores estiman que son
métodos de gran ayuda para de-
terminar la incidencia de mani-
festaciones pulmonares en es-
tos pacientes (35).

Sin embargo el diagnéstico de
la toxoplasmosis cerebral debe
establecerse lo mas pronto posi-
ble por el hallazgo de varios pa-
rdmetros clinicos, radiolégicos,
serologicos y por la investiga-
cién del parésito en el LCR o0 en
biopsia cerebral (36).

Biologia  molecular
La técnica de PCR ha sido adap-
tada al diagnostico de la toxo-

plasmosis, utilizando como blan-
cos de amplificacion genes uni-
cos (P30) (37, 38) o repetidos
como el gen B1 (39, 40), la se-
cuencia TGR1E (41) o el ADNr
18S (42, 43) del ADN de Toxo-
plasma gondii. Una de las gran-
des ventajas de la reaccion de
PCR es su extrema sensibilidad,
que permite la deteccién a partir
de un solo parésito que equivale
a 0.05-0.2 picogramos de ADN
(44). El esporozoito de T. gondii
contiene aproximadamente 0.1
pg de ADN; este es el ADN con-
tenido en todos los estados del
parasito excepto en el zigoto que
es diploide (45). Esta gran capa-
cidad de deteccion crea la nece-
sidad de utilizar estrictos proto-
colos para impedir resultados
falsos positivos (46). EI método
que ha demostrado mayor efica-
cia es la utilizacion de sistemas
quimicos alternativos que iden-
tifican posibles contaminaciones
como la técnica basada en la uti-
lizacion de nucle6tidos UTT en
lugar de dTTP y la posterior uti-
lizacion de la enzima UNG
(uracil-N-glicosilasa). También
es importante la deteccion de
inhibidores de lareaccion de am-
plificacion que pueden originar
resultados falsos negativos (47).
La técnica de PCR en el diag-
nostico de la toxoplasmosis apor-
ta un progreso indiscutible en
aquellos casos donde los exa-
menes clinicos y seroldgicos son
inoperantes, asi como una ma-
yor rapidez pararealizar el diag-
néstico, dando resultados en 24
horas (48).

En el trabajo reciente de Hohl-
feld et al (49) en Paris, en 2632
mujeres con infeccion adquirida
durante el embarazo, se encon-
tr6 una sensibilidad de 97.4%
para el diagndstico de infeccion
fetal con la realizacion del PCR
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en muestras de liquido amnid-
tico, lo cual la coloca en un ran-
go muy superior frente a los mé-
todos convencionales (inocula-
cion de liquido amniético y san-
gre fetal en raton, cultivo celular
de liquido amniético e identifi-
cacion de IgM especifica en san-
gre fetal) cuya sensibilidad no
Ilegd sino hasta 89.5%. Los es-
tudios de Johnson (37) tuvieron
resultados limitados con la
deteccion de PCR positivo en
muestras de placenta y sangre
de cordon umbilical en nifios no
infectados, debido a la contami-
nacion de los especimenes con
sangre materna. En el trabajo de
Hofheld et al (49) esto se superé
mediante un sistema selectivo de
tampén de lisis que permitia la
deteccion de las muestras conta-
minadas con sangre materna,
esto explica la sensibilidad de
97.4% y el valor predictivo ne-
gativo para ese grupo de pacien-
tes de 99.7%. Asi el protocolo
propuesto por este grupo permi-
te una mejoria significativa del
método y una disminucion de
los riesgos debidos a la cordo-
centesis, pues estos resultados
se logran con la sola muestra de
amniocentesis.

En Alemania Khalifa et al (50)
en un estudio de 148 pacientes
inmunosuprimidos con sospecha
clinica de toxoplasmosis cere-
bral o extracerebral evaluados
por PCR, concluyeron que el
examen de sangre por PCR pue-
de ser muy util para el diagnds-
tico pues la mayoria de estos
casos estuvieron asociados con
diseminacién de los pardsitos en
sangre periférica. El andlisis de
sangre por PCR en pacientes con
toxoplasmosis cerebral tiene va-
lor solamente si el paciente no
estd recibiendo tratamiento pro-
filactico o terapéutico o si la in-
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feccion estd asociada con dise-
minacion del parésito o en-
cefalitis severa lo cual, sin em-
bargo, no es comuln en los casos
resultantes de reactivacion local
de quistes cerebrales latentes.
Otros autores (51) describen un
caso donde fue posible la ampli-
ficacion, en sangre y suero, de
ADN especifico para Toxoplas-
ma varios dias después de ini-
ciar tratamiento con pirimeta-
mina sulfadiazina, en un pacien-
te con SIDA y toxoplasmosis di-
seminada; los resultados fueron
rdpidamente obtenidos permi-
tiendo un tratamiento especifico
oportuno.

Mediante PCR es posible detec-
tar parésitos en diferentes
especimenes clinicos. La PCR
puede aportar un criterio diag-
néstico adicional en el humor
acuoso de pacientes con retino-
coroiditis por Toxoplasma (52).
Cazenave et al (53) en 65 casos
encontraron una sensibilidad de
38% por PCR y 42% utilizando
el coeficiente de Witmer (rela-
cion anticuerpos humor acuoso
con anticuerpos en suero), sin
embargo cuando ambos criterios,
PCR y Witmer fueron utiliza-
dos, el diagnostico se logr6 en
38 casos (58%). No hubo falsos
positivos en el humor acuoso de
10 pacientes con una uveitis no
toxopldsmica. La mayor limi-
tante fue la cantidad de la mues-
tra para lograr la deteccién del
parésito. También es posible el
estudio por PCR de tejidos fija-
dos en formalina, esto es una
ventaja cuando el material debe
ser transportado o almacenado y
es posible aunque el ADN se
haya degradado (54).

Recientemente se ha introduci-
do una mejoria técnica combi-
nando el principio de filtracion
en membrana utilizado para el
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ELIFA al PCR, esto ha reducido
notablemente el tiempo de
hibridizacion (Figura 5) (55).
Vistos en conjunto, estos repor-
tes demuestran la manera con-
tundente como se ha introduci-
do el PCR al diagnoéstico de la
toxoplasmosis humana, como lo
ha hecho en otras infecciones.
Una via de desarrollo futuro para
la amplificacion génica es la di-
ferenciacion entre cepas. Sibley
y Boothroyd (56) demostraron
la posibilidad de diferenciar en-
tre cepas virulentas y no viru-
lentas. Aunque ain no se ha de-
mostrado que las formas clini-
cas humanas sean debidas ex-
clusivamente a la cepa virulen-
ta, lo cual permitiria definir el
pronéstico y decidir qué pacien-
tes es necesario tratar. Se ha de-
mostrado que las diferencias en-
tre cepas son importantes en el
diagndstico. Gross et al (57, 58)
reportan varias situaciones en las
cuales el diagnoéstico seroldgico
fue impedido por la presencia
de anticuerpos especificos para
una cepa y que no reconocian el
antigeno utilizado en el ELISA
0 el ISAGA convencional. Esto
podria explicar muchos casos de
falsos resultados negativos dado
el hecho de que la mayoria de
las técnicas comercializadas uti-
lizan solamente la cepa RH como
fuente de antigeno.

Criterios diagnosticos
A continuacion se presentan al-
gunos criterios diagndsticos, in-
cluyendo los aportados por las
nuevas técnicas, que pueden ser-
vir como guia para la interpreta-
cion de resultados. Sin embar-
go, éstos dependeran finalmente
de las técnicas escogidas para el
estudio, la validacion de los re-
sultados que se obtienen de un
laboratorio a otro y de la situa-
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dad de estas técnicas la Unica
opcion es vigilar el embarazo y
seguir al recién nacido después
del nacimiento como si existiera
un riesgo confirmado. Con los
otros isotipos presentes, IgA o
IgE, cualquiera de ellos confir-
ma una infeccion reciente.

Toxoplasmosis  congénita

En caso de madres con riesgo
toxoplasmico se hace diagnosti-
co prenatal por puncién de san-
gre fetal y amniocentesis en la
semana 22 de gestacion para el
estudio inmunoldgico (IC IgM,
IgA e IgE, PIC-ELIFA), inocu-
lacion en cultivo celular y en
ratén, ademas investigacion del
ADN toxoplasmico por PCR. Si
se obtienen resultados positivos
a partir de estas pruebas se con-
firma una contaminacidén fetal.

Figura 5. Resultados de PCR convencional y PCR ELIFA. Amplificacién del gen Bl de Toxoplasma gondii: 200,
100, 75. 50, 25y 10 fentogramos de ADN toxoplésmico (lineas 1, 2. 3. 4. 5. By 7 respectivamente). Linea 7:
Control negativo (agua destilada ). Hibridizacion por filtracién sobre membrana por PCR-ELIFA (B). Los

resultados son obtenidos en 1 hora y 30 minutos en comparacién con la revelacion convencional que
requiere por lo menos 20 horas (A). “Laboratorio de Parasitologia. Hopital Maison Blanche. Reims).

cién particular o contexto clini-
co en la cual se quieren aplicar.

Toxoplasmosis en la mujer
embarazada

Seronegativa (IgG < 10Ul/ml).
Lo cual segln la ley francesa se
debe realizar por dos técnicas
diferentes. Control mensual para
detectar seroconversion durante
el embarazo se debe continuar
hasta la quinta semana después
del parto para descartar infec-
cion al final del embarazo,
Seropositivas  (ELISA  1gG -
10Ul/ml o su equivalente por
otra técnica sin IgM especifica ).
Se consideran sin riesgo toxo-
plasmico (inmunidad adquirida
antes del embarazo) excepto si
hay historia de manifestaciones
clinicas (adenopatias) en los me-
ses de la concepcién o en muje-
res con defectos inmunitarios.
Seropositivas con  riesgo  toxo-
plasmico. Pacientes con eviden-
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cia serolégica de infeccién re-
ciente como las siguientes.
-Seroconversion (prueba IgG no
reactiva pasa a reactiva en una
muestra subsiguiente) durante el
embarazo o muy préxima a la
concepcién con adenopatias o
trastornos inmunitarios.

-1gG elevada (mas de 300 UI/
ml) y/o aumento del titulo de
anticuerpos en mas de dos dilu-
ciones en IF1 1gG o en tasa signi-
ficativa por ELISA en dos mues-
tras tomadas con un intervalo de
tres semanas y realizadas en las
mismas condiciones técnicas
(preferiblemente en paralelo).
Hay que realizar la bisqueda de
otro marcador seroldgico.
-Presencia de IgM especifica y/
o IgA especifica y/o IgE especi-
fica. Si lalgM es el Unico isotipo
presente es necesario realizar
técnicas de avidez o HS/AC para
confirmar una infeccién recien-
te. En ausencia de disponibili-

En caso de resultados negativos
la vigilancia inmunolégica se
continla hasta el nacimiento, en
los meses dos. tres, seis y nueve
de gestacion para descartar la
infeccion congénita (59). En
ambos casos se realiza inocula-
cion de la placenta. Cuando el
diagnostico no se hizo durante
el embarazo sino después del
nacimiento con manifestaciones
clinicas (ej: sindrome de TOR-
CH) se realizan las mismas prue-
bas diagnésticas enunciadas an-
teriormente.

Pacientes inmunosuprimidos

Perfil inmunolégico 1gG -10 Ul/
ml con presencia 0 no de las
demas inmunoglobulinas. En
caso de que la respuesta
inmunoldgica no sea evidente se
busca el parasito circulante por
PCR, cultivos celulares, inocu-
lacion en raton a partir de san-
gre, LCR. biopsias o exudado
broncoalveolar segln sea la sos-
pecha clinica.
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Conclusiones y
perspectivas
En conclusion, nuestra experien-
cia (Montoya et al, Diagnéstico
prenatal y postnatal, Newborn
Screening Program, Massachu-
ssets, datos no publicados) y la
de otros autores (25, 60) nos ha
mostrado la necesidad de incluir
varios marcadores serolégicos
para afirmar la existencia de una
situacion de infeccidn reciente o
evolutiva. Es necesario hacer
énfasis sobre el hecho de que los
titulos de IgM, IgA o IgE luego
de una infeccién aguda varian
considerablemente entre indivi-
duos y no se correlacionan ne-
cesariamente con la severidad o
qué tan recientemente ha ocurri-
do la infeccién. Por lo tanto un
panel de muestras casi siempre
es necesario para la evaluacién
de una mujer embarazada con
una prueba anormal en una pri-
mera muestra, idealmente dicha
muestra debe ser nuevamente
analizada y los resultados inter-
pretados por un laboratorio de
referencia.
El diagnostico de la toxoplas-
mosis ha evolucionado de ma-
nera positiva en los dltimos afios
gracias a las nuevas estrategias
aportadas por la inmunologia y
la biologia molecular. Estudios
de seguimiento de pacientes con
las técnicas basadas en el princi-
pio de inmunocaptura han he-
cho cambiar los criterios que se
tenfan para una toxoplasmosis
de adquisicion reciente y congé-
nita: la IgM puede durar hasta
dos afios en el adulto y hasta
30% de los recién nacidos con la
infeccion congénita son negati-
vos para ella. La IgA e IgE han
aportado dos nuevas posibilida-
des para aclarar el diagnéstico
asi como la estrategia ELIFA que
permite comparar el suero ma-
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terno con el fetal. La introduc-
cion del cultivo celular ha mejo-
rado la rapidez con la que se
puede aislar el parasitoy el PCR
representa un indiscutible ade-
lanto para decidir si el feto esta
infectado, con sélo la muestra
de liquido amniético y sin tener
que recurrir a los riesgos de una
cordocentesis. lgualmente para
el inmunosuprimido el PCR es
una ayuda inestimable, aunque
todavia no se ha logrado una sola
estrategia que permita un diag-
néstico seguro en ellos. Asi, ha-
cia el futuro se deberd intentar
mejorar el diagnéstico en el
inmunosuprimido. El gran pro-
blema que nos queda es cémo
extender los beneficios de esta
mejoria en el diagnostico al ta-
mizaje prenatal en masa. La ma-
yoria de los avances que se han
desarrollado son para su aplica-
cion en el tercer nivel o de refe-
rencia, pero adn no existe una
técnica que permita su incorpo-
racion en programas de salud
publica nacional. Es necesario
desarrollar una técnica compa-
rable al VDRL para lograr su
uso en los laboratorios del nivel
primario de atencién en salud.

Abstract
Laboratory diagnosis is the only
mean to establish definitively,
and accurately a significant in-
fection by the protozoan Toxo-
plasma gondii. This paper discu-
sses the most recent advances in
techniques and methods, their
advantages and limitations. The
principles and applications of
avidity 1gG, immunocapture test
for the detection of IgM, IgA
and IgE immunoglobulins. Com-
pared Immunologic Profiles by
Enzyme Linked-Immuno Filtra-
tion Assay (CIP-ELIFA), cellu-
lar culture, mice inoculation and
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Polymerase Chain Reaction
(PCR), are discussed. A signi-
ficant improvement in the diag-
nosis of Toxoplasma human in-
fection has been achieved thro-
ugh these recent immunological
and molecular strategies but the
development of simpler, easier
and low cost techniques is nece-
ssary to permit the massive
screening in countries with lower
income and high prevalence of
the infection.
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