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Resumen

Introduccion. La vigilancia seroldgica de la toxoplasmosis no se incluye cominmente en el control prenatal de las mujeres gestantes del departa-
mento de Sucre; ademas, las técnicas usadas para el diagndstico de la toxoplasmosis congénita no tienen suficiente sensibilidad para detectar los
casos activos con el fin de instaurar un tratamiento oportuno y, asi, reducir las secuelas en el recién nacido. El objetivo de este trabajo fue utilizar
la amplificacion de ADN de T. gondii mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada en muestras de sangre de mujeres
gestantes seronegativas de Sincelejo, para detectar la presencia del parasito.

Materiales y métodos. La PCR anidada se realizé durante un periodo de 17 meses a partir del ADN extraido de las muestras de sangre de 100
mujeres gestantes de Sincelejo, seronegativas por la prueba ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay) IgG ant-Toxoplasma.

Resultados. Se detecté ADN de T gondii en 12 de las 100 mujeres gestantes incluidas en el estudio. Fue posible contactar para seguimiento a siete
de ellas; en cuatro se detectaron titulos de anticuerpos IgG, que correspondian a la seroconversion de mujeres gestantes positivas por PCR.
Conclusiones. La utilidad de la técnica de PCR en la deteccién de ADN de T. gondii en muestras de sangre periférica de mujeres gestantes con
resultados negativos por la prueba ELFA IgG anti-Toxoplasma. Esta investigacion demuestra la importancia de combinar las pruebas serolégicas con
técnicas moleculares para mejorar el diagnéstico de la infeccion por T. gondii.
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Abstract

Introduction: Toxoplasmosis is a worldwide disease caused by the protozoan parasite Toxoplasma gondii, which can produce serious damage in
immune compromised patients and congenitally infected newborns. Serological screening for T. gondii infection is not currently included in the
routine prenatal control for pregnant women in the department of Sucre; moreover, techniques used for diagnosis of congenital toxoplasmosis do
not show enough sensitivity in the detection of active cases of toxoplasmosis in order to offer opportune treatment and to reduce the consequences
of this infection in the newborn.

Objective: To detect DNA of Toxoplasma gondii by nested PCR assay in peripheral blood samples of seronegative pregnant women from Sincelejo, Sucre.
Materials and methods: Nested PCR assay was done using DNA extracted from peripheral blood samples of 100 seronegative pregnant women by
Elfa anti-Toxoplasma IgG assay from the city of Sincelejo, throughout a 17 month period.

Results: T gondii DNA was detected in 12 of the 100 pregnant women included in this study. It was possible to follow 7 of them, and only 4 showed
high titles of IgG antibodies obtaining an overall seroconversion of 57,1% in positive pregnant women by the PCR assay.

Conclusions: These results demonstrate the utility of a PCR test to detect Toxoplasma gondii DNA in peripheral blood samples of seronegative preg-
nant women by ELFA anti-Toxoplasma IgG test. This research also confirms the importance of combining serological tests with molecular techniques
to improve the diagnosis of Toxoplasma gondii infection.
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protozoo es el agente causal de la toxoplasmosis,
enfermedad parasitaria que en los adultos cur-
sa casi siempre asintomatica ®; sin embargo, los
casos mMas graves se presentan en personas con

Introduccién

Toxoplasma gondii es un protozoario que se compor-
ta como parasito intracelular obligado ®?; sus hués-

pedes definitivos son los gatos, y los intermediarios
son los humanos, mamiferos, aves y peces 4. Este

depresién inmunitaria y en recién nacidos que han
adquirido la infeccion congénitamente ©79,
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La toxoplasmosis congénita se debe a una infec-
cion aguda, generalmente asintomatica. Cuando
es adquirida por primera vez durante el embara-
zo, puede transmitirse al feto, ocasionandole pro-
blemas de salud que pueden presentarse al nacer
o desarrollarse en etapas tardias de la vida ©.
Cuando la madre se infecta en el Ultimo trimestre
del embarazo, existe un riesgo de transmision del
65 %; esta cifra disminuye a 30-54 % cuando la
infeccion fue adquirida en el segundo trimestre y
a 10-15 % si lo fue en el primer trimestre (9,

En aquellos casos en los que la infeccion se pro-
duce al principio del embarazo, se desarrolla la
enfermedad en la vida intrauterina y puede oca-
sionar abortos, encefalomielitis, macrocefalia,
hidrocefalia, trastornos oculares y retraso psico-
motriz 71112; sj la infeccién es adquirida durante
el segundo o tercer trimestre, se pueden pre-
sentar lesiones graves pero con manifestaciones
tardias, como epilepsia, retardo en el desarrollo
neurosiquico, retinocoroiditis y calcificaciones
cerebrales ©7. Teniendo en cuenta las conse-
cuencias de la enfermedad, se considera indis-
pensable hacer un seguimiento de las mujeres
en gestacion no sélo en sus primeros meses,
sino durante todo el embarazo @3.

En Colombia, el Estudio Nacional de Salud de
1980 reportd que 47 % de la poblacion general
habia tenido contacto con el parasito, eviden-
ciado por la deteccion de anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma; en la Region Caribe se reportaron
los titulos mas altos del pais @419, La infeccidn
por T. gondii se presenta en 1 a 2 % de la pobla-
cion de mujeres embarazadas, las cuales trans-
mitiran la enfermedad al feto en el 50 % de los
casos; de éstos, 90 % corresponderia a infeccion
asintomatica en recién nacidos.

La toxoplasmosis congénita en el pais es alin un
problema de salud publica importante; se calcu-
la que cada afio aparecen de 2 a 10 casos de in-
feccion congénita por cada 1.000 recién nacidos
@3 sin embargo, ni el Ministerio de la Proteccion
Social, ente encargado de la vigilancia y control
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de la enfermedad, ni los comités reguladores de
salud han autorizado o incluido el programa de
control prenatal en los planes obligatorios de
salud, que permita detectar oportunamente los
casos de toxoplasmosis congénita y se dismi-
nuyan las secuelas de la enfermedad mediante
un tratamiento clinico. Por ello, en ausencia de
intervencion terapéutica, cada aflo nacen entre
800 y 3.000 nifios infectados 9.

En el primer estudio multicéntrico neonatal so-
bre toxoplasmosis realizado del 2009 al 2010 en
Barranquilla, Bogotd, Florencia, Armenia, Rioha-
cha, Cucuta y Bucaramanga, se diagnosticaron
218 nifios con infeccion congénita —sintomati-
cos y asintomaticos— con una letalidad del 25 %
en los niflos sin tratamiento clinico 9.

En Sincelejo se ha reportado 2 % de serocon-
version en mujeres embarazadas 7, hecho que
evidencia la necesidad de implementar los pro-
gramas de prevencién y control de las gestan-
tes seropositivas y, alin mas, en las seronegati-
vas debido al alto riesgo de infeccion que éstas
pueden presentar al no haber tenido contacto
con el parasito, lo que las hace més propensas
a adquirir la enfermedad en cualquier etapa de
la gestacion.

El seguimiento seroldgico de la infeccién por T
gondii no se incluye cominmente en el control
prenatal de las mujeres gestantes del departa-
mento de Sucre; ademas, las técnicas utilizadas
en el diagnostico de la toxoplasmosis congénita
no son lo suficientemente sensibles para detec-
tar los casos activos de toxoplasmosis con miras
a implementar un tratamiento oportuno con el
fin de reducir las secuelas en el recién nacido.
Por esta razon, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) anidada en muestras de san-
gre periférica de 100 mujeres gestantes de Sin-
celejo, seronegativas por la técnica ELFA (Enzy-
me-Linked Fluorescent Assay) 1gG anti-Toxoplas-
ma, con el fin de determinar casos de infeccion.
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Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en el municipio de Sin-
celejo, departamento de Sucre, localizado a 9°
18" latitud norte y 75° 23" longitud oeste, con un
clima de bosque seco y una altura de 213 metros
sobre el nivel del mar.

Se incluyeron en el estudio 100 mujeres gestan-
tes seronegativas para la prueba de IgG anti-
Toxoplasma mediante ELFA, realizada en tres
laboratorios clinicos especializados de Sincelejo,
en un periodo de 17 meses. Todas las mujeres
gestantes incluidas en el estudio firmaron el
consentimiento informado.

Deteccién molecular del pardsito. A partir de las
muestras de sangre seronegativas para la prue-
ba de IgG anti-Toxoplasma, se hizo la extraccidn
de ADN total utilizando el protocolo de concen-
traciones moderadas de sales 18,

El ADN del parasito se detectdé mediante PCR
anidada con el fin de aumentar la especificidad
y la sensibilidad de la técnica, para lo cual se uti-
lizaron dos pares de cebadores que amplifican
una regién del gen B1 de T. gondii. El proceso de
amplificacion se llevd a cabo en dos etapas. La
primera fase consistié en la amplificacién de un
fragmento de 193 pb utilizando los iniciadores
Toxo N1y Toxo C1, y la segunda ronda se llevo a
cabo mediante la amplificacion de un fragmento
de 96 pb con los iniciadores Toxo N2 y Toxo C2.

Para evitar resultados falsos negativos se em-
pled, como control interno positivo, ADN de la
cepa RH de T gondii y ADN de una muestra de
sangre cebada con cepa RH de T. gondii positiva
por PCR; el control interno negativo consistié en
ADN obtenido de una muestra de sangre de una
paciente seronegativa, que no amplifica con los
iniciadores usados en la PCR anidada y un volu-
men de agua filtrada estéril, que indica posibles
contaminaciones.
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Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % en solu-
cién tampodn al 0,5 % de tris-acido borico-EDTA
(TBE) a 80 voltios durante 90 minutos y se visua-
lizaron en un transiluminador de luz ultraviole-
ta (UV Transilluminator®, UVP), tefiidos previa-
mente con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio.

En cada electroforesis se utilizaron un control
positivo, un control negativo y un marcador de
peso molecular 100 pb (CIB Corpogen), con el
fin de determinar el tamafio de los fragmentos
amplificados.

La PCR anidada se considerd positiva cuando el
fragmento de amplificacién correspondia a un
peso de 96 pb.

Analisis estadistico

Para el anélisis de los datos, las variables obteni-
das en la encuesta se relacionaron en una base
de datos, en forma individual y en relaciéon con
la infeccidn. En primer lugar, se determinaron las
frecuencias de cada una de las variables y luego
se relacionaron con la presencia de la infeccion
por medio del analisis estadistico: prueba de ji
al cuadrado y prueba P, utilizando el software
Epilnfo, versién 3.3.2, del 9 de febrero de 2005 y
Excel® 2003 de Microsoft.

Resultados

De las 100 muestras de sangre periférica de muje-
res gestantes seronegativas procesadas mediante
PCR anidada y analizados los productos obteni-
dos en los geles de agarosa, fue posible detectar
la presencia del parasito por identificacion del
fragmento de ADN de 96 pb de T gondii en 12
muestras, de pacientes en un rango de edad de
gestacion entre el primero y segundo trimestre.
Esto equivale a una frecuencia de deteccion del 12
%. Al ser analizadas por duplicado, estas muestras
siempre fueron positivas, y los controles negativos
siempre fueron negativos (figura 1).
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Figura 1. Resultados de la PCR anidada para el gen BI con cinco
muestras de sangre de mujeres gestantes seronegativas por prueba
ELFA IgG anti-Toxoplasma (1 a 5). El control positivo fue ADN de
la cepa RH de T gondii. El control negativo fue la mezcla de PCR
sin ADN. El marcador de referencia empleado para determinar los
pesos moleculares, fue la escalera de 100 pb. En la electroforesis
se muestran 5 de las 12 muestras positivas por PCR. Un resultado
positivo se da por la presencia de una banda de 96 pb.

Determinacion de seroconversion por
prueba ELFA IgG en mujeres gestantes
positivas por PCR anidada

De las 12 mujeres gestantes positivas por PCR
anidada, solo fue posible localizar siete de ellas
para tomar una nueva muestra de sangre peri-
férica a los dos meses; a estas muestras se les
practicé nuevamente la prueba IgG anti-Toxo-
plasma mediante la técnica ELFA con el fin de
determinar seroconversion, y PCR anidada para
verificar si aln era posible detectar el parasito en
sangre (figura 2). De las siete muestras, cuatro
resultaron positivas por la prueba ELFA, y se de-
tectd ADN del parasito en sangre en cinco de las
siete muestras analizadas nuevamente por PCR
anidada (tabla 1).

Las mujeres gestantes con seroconversion deter-
minada por titulos de IgG fueron remitidas para
manejo clinico, con el fin de diagnosticar infeccion
aguda mediante la prueba IgM anti-Toxoplasma 'y
suministrar el tratamiento especifico para dismi-
nuir las secuelas de la infeccién en el nifio.
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Discusion

Los resultados del presente estudio demuestran
la importancia del seguimiento seroldgico de las
mujeres durante el embarazo, especialmente en
las mujeres gestantes seronegativas debido a
que podrian adquirir la infeccién por T. gondii en
cualquier etapa de la gestacién. El estudio de-
mostré que, por PCR anidada, habia sido posible
detectar infeccion reciente en 12 de 100 mujeres
gestantes con prueba ELFA IgG negativa duran-
te el primero y segundo trimestre de gestacion,
periodos durante los cuales las manifestaciones
clinicas en el nifilo son més graves una vez el pa-
rasito atraviesa la placenta #*202), Estos resulta-
dos aportaron informacién valiosa que permitié
suministrar tratamiento oportuno a las mujeres
gestantes para disminuir las secuelas en los re-
cién nacidos.

Los resultados positivos por PCR anidada en
muestras negativas por ELFA IgG demostraron
la presencia de parasitos en sangre, lo que in-

Figura 2. Resultados de la PCR anidada para el gen BI con cinco
muestras de sangre de mujeres gestantes después de confirmar
seroconversion (pozos 1 a 5). Como control negativo se us6 una
mezcla de PCR y como control positivo se empled ADN de la cepa
RH de T. gondii. El marcador de referencia empleado para determinar
los pesos moleculares fue la escalera de 100 pb. En la electroforesis
el fragmento de interés corresponde a una banda de 96 pb; ésta se
observé en tres muestras positivas por PCR (pozos 1, 2 y 4: muestras
1, 2y 4) y dos muestras negativas (pozos 3y 5: muestras 3y 7).
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Tabla 1. Titulos de IgG anti-Toxoplasma y resultados de la PCR anidada

Mujeres ELFA inicial . ELFA final IgG }
PCR I PCR it
196 (Ul/mi) (UY/ml)
37

1 0 Positiva Positiva
2 0 Positiva 94 Positiva
3 0 Positiva 42 Negativa
4 0 Positiva 300 Positiva
5 0 Positiva 0 Positiva
6 0 Positiva 0 Positiva
7 0 Positiva 0 Negativa

dica que se esta frente a una infeccion recien-
te en la cual, posiblemente, no se ha producido
una respuesta inmunitaria humoral secundaria
anti-Toxoplasma ©?; es recomendable, entonces,
evaluar los titulos de IgG anti-Toxoplasma, cua-
tro semanas mas tarde para determinar si hay
seroconversion en las mujeres gestantes. Segun
estos resultados, se demuestra la utilidad de la
prueba de PCR en el diagndstico temprano de la
toxoplasmosis congénita.

En este estudio se logro detectar titulos de anti-
cuerpos IgG anti-Toxoplasma en cuatro de las sie-
te mujeres gestantes positivas por la técnica de
PCR. La seroconversién encontrada mediante la
técnica ELFA IgG en las mujeres gestantes de este
estudio, demuestra la exposicién de la poblacion
a T gondii en el departamento; en este sentido,
se plantea la necesidad de instituir programas de
prevencion y seguimiento seroldgico periddico
en las mujeres gestantes para evitar la primoin-
feccion durante el embarazo y disminuir la preva-
lencia e incidencia de la enfermedad ®12023,

Los resultados positivos por PCR anidada en mu-
jeres gestantes que no presentaron seroconver-
sion, podrian explicarse por una baja respuesta
de anticuerpos debido a factores genéticos o a
la inmunosupresion parcial que sufren las emba-
razadas @?; por lo tanto, es probable que los ba-
jos niveles de anticuerpos no sean detectables
por el método empleado. Esto sugiere la ne-
cesidad de una segunda prueba de IgG con un
estuche de otra marca o prueba de referencia y
una prueba de deteccion de anticuerpos de tipo

Infectio. 2011; 15(4): 253-258

IgM anti-Toxoplasma; ademas, al emplear con-
troles negativos, como el ADN obtenido de una
muestra de sangre de una paciente seronegativa
que no amplifica con los iniciadores usados en la
PCR anidada y un volumen de agua filtrada es-
téril, podria descartarse una posible contamina-
cion durante el proceso de extraccion de ADN.

Después de confirmar la seroconversién en las
mujeres gestantes, se practicd nuevamente una
PCR anidada para evaluar la deteccién de ADN
del parasito en sangre. Los resultados positivos
por ELFA y negativos por PCR demuestran que el
periodo de circulacién de T gondii en sangre es
muy corto, debido a que después de la fase agu-
da el parasito se enquista en diferentes 6rganos,
particularmente en retina, musculo esqueléti-
co, miocardio, tejido linfatico, placenta y, mas
frecuentemente, en el sistema nervioso central
10 Ademas, los resultados negativos por PCR
no excluyen una infeccidn reciente por T gondii
debido a posibles variaciones en la manipula-
cién durante el proceso de extraccién de ADN;
también, es probable que después de extraer el
ADN persistan agentes inhibidores que influyan
en los resultados de la PCR.

Segun los resultados obtenidos en este estudio,
se demostrd la utilidad de la técnica de PCR ani-
dada en muestras de sangre para el diagnéstico
temprano de casos de toxoplasmosis congénita
@ evidenciado por la obtencion de 12 resul-
tados positivos por PCR en mujeres gestantes
seronegativas por la técnica ELFA. Este hecho
refleja la gran sensibilidad y especificidad de la
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PCR que es capaz de detectar ADN del parasito
en pequefas cantidades @. La gran sensibili-
dad de la PCR también se explica por el empleo
de cebadores dirigidos a la amplificacion de un
segmento del gen BI1 que se repite 35 veces en
el genoma del parasito .

Este estudio demuestra la importancia que po-
dria tener la combinacién de la técnica de PCR
con las pruebas seroldgicas para establecer el
diagnéstico temprano de los casos de toxoplas-
mosis congénita, y la posibilidad de incluirlas
como herramientas diagndsticas en los progra-
mas de vigilancia epidemioldgica de la toxoplas-
mosis en el pais.
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