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RESUMEN

La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria que tiene una amplia variedad de ma-
nifestaciones clinicas. Toda la poblacidon mundial se encuentra en riesgo de adquirir la
infeccion, pero su relevancia clinica es mayor en mujeres embarazadas, por el riesgo de
toxoplasmosis congénita, y en personas inmunosuprimidas, por la alta probabilidad de
desarrollar la forma diseminada de la enfermedad. Actualmente se cuenta con métodos
diagnosticos tradicionales que incluyen diversas pruebas seroldgicas para identificar la
respuesta inmune generada por el parasito en el organismo, asi como la histopatologia
y el aislamiento microbioldgico en cultivos. Aunque han ayudado al diagnéstico de esta
enfermedad durante décadas, no se recomienda emplear un resultado aislado para con-
firmar la enfermedad. Siempre se requiere de varios resultados o la combinacién de estas
pruebas. Recientemente, las técnicas basadas en la biologia molecular han permitido
ampliar el espectro de pruebas diagndsticas y, aunque aun estan lejos de ser técnicas
perfectas, su rendimiento es altamente satisfactorio, lo que ha hecho que se incluyan
en los algoritmos diagnosticos para cada forma de la enfermedad, no solamente como
técnicas alternativas sino como estudios de primer nivel para confirmar la enfermedad,
particularmente en el diagndstico prenatal de toxoplasmosis congénita y en las formas
diseminadas. En este articulo se revisaran tanto los métodos convencionales como los
moleculares, con énfasis en su rendimiento y aplicabilidad en el contexto clinico.
Palabras clave: toxoplasmosis/diagnéstico; reaccion en cadena de la polimerasa; sero-
logia; técnicas de diagnostico molecular.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic disease with a wide variety of clinical manifestations. The
world population is at risk of acquiring the infection, but its clinical relevance is greater
in pregnant women, due to the risk of congenital toxoplasmosis, and immunosuppressed
patients, because of, the high probability of developing the disseminated form of the
disease. Currently, there are traditional diagnostic methods, including various serological
tests to identify the immune response generated by the parasite in the body, as well
as histopathology and microbiological isolation in culture. Although they have helped
diagnose this disease for decades, it is not recommended to use a single result test to
confirm the disease. It always requires several results or the combination of some of
these tests. Recently, techniques based on molecular biology have broadened the spec-
trum of diagnostic tests, and even though they are far from being technically perfect,
their performance is highly satisfactory and that is why they have progressively been
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included in diagnostic algorithms for each form of the disease, not only as alternative
techniques, but as first-level studies to confirm the disease, particularly in the prenatal
diagnosis of congenital toxoplasmosis and disseminated forms. This article will review
both conventional and molecular methods with an emphasis on their performance and
their applicability in the clinical setting.

Keywords: toxoplasmosis/diagnosis; polymerase chain reaction; serology; molecular
diagnostic techniques.

RESUMO

A toxoplasmose é uma doenca parasitaria que tem uma ampla variedade de manifes-
tagdes clinicas. Toda a populagdo mundial se encontra em risco de adquirir a infeccao,
mas sua relevancia clinica é maior em mulheres gravidas, pelo risco de toxoplasmose
congénita, e em pessoas imunossupressdo, pela alta probabilidade de desenvolver a
forma disseminada da doenca. Atualmente se conta com métodos diagndsticos tradicio-
nais que incluem diversas provas de sorologia para identificar a resposta imune gerada
pelo parasita no organismo, bem como a histopatolégica e o isolamento microbiolégico
em cultivos. Embora ajudaram ao diagndstico desta doenca durante décadas, ndo se
recomenda empregar um resultado isolado para confirmar a doenga. Sempre se requer
de varios resultados ou a combinacdo destas provas. Recentemente, as técnicas baseadas
na biologia molecular permitiram ampliar o espectro de provas diagnosticas, e ainda
que ainda estdo longe de ser técnicas perfeitas, seu rendimento é altamente satisfatério,
o qual fez que progressivamente estejam sendo incluidas dentro dos algoritmos diag-
nésticos para cada forma da doenga, ndo somente como técnicas alternativas, senédo
como estudos de primeiro nivel para confirmar a doenca, particularmente no diagnos-
tico pré-natal de toxoplasmose congénita e nas formas disseminadas. Neste artigo se
revisassem tanto os métodos convencionais como os moleculares, fazendo énfases em
seu rendimento e em sua aplicabilidade no contexto clinico.

Palavras chave: toxoplasmose/diagndstico; reacdo em cadeia da polimerase; sorologia;
técnicas de diagnostico molecular.

INTRODUCCION

Aspectos generales y
epidemiologia en Colombia

La toxoplasmosis es una enfermedad
endémica en todo el mundo. Hasta el
30% de la poblacién mundial puede tener
la infeccién. Es causada por el pardsito
Toxoplasma gondii, parésito intracelular
obligado, Gnico en su género y pertenece
al orden Coccidia'. El ser humano es un
huésped intermediario que adquiere la
infeccién por la ingestién de carne cruda o
mal cocida que contenga quistes tisulares,
de agua o alimentos contaminados con
ooquistes o congénitamente mediante
transmision transplacentaria desde una
madre que adquiere la infeccién durante el
embarazo. El huésped definitivo es el gato,
en cuyo intestino el pardsito desarrolla

cinco tipos de estadios multiplicativos y
sexuales, antes de ser eliminado por las
heces en forma de ooquiste. E1 hombre,
o cualquier mamifero de sangre caliente,
ingieren los ooquistes, que pasan por el
estémago y cuyo contenido, que consiste
en esporozoitos, es liberado en el intes-
tino. Estos invaden la pared intestinal y
producen la infeccién diseminada a través
del torrente sanguineo. Existen dos formas
tisulares importantes en su patogénesis.
Los taquizoitos y bradizoitos. Inicialmen-
te la infeccién se produce por la ripida
divisién de los taquizoitos. Posteriormen-
te, por desarrollar la respuesta inmune,
aparecen quistes en diferentes tejidos,
especialmente en el musculo y el cerebro,
que contienen cientos de bradizoitos de
lento crecimiento, que sobreviven dentro
dela célula sin destruirla, lo cual le permite
evadir el sistema inmune del huésped y
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adquirir un estado crénico de infeccién que dura por
afios, incluso, de por vida. El periodo de incubacién de
la enfermedad es de alrededor de siete dias (4-21 dias).
El curso de la infeccién usualmente es benigno y la gran
mayoria de personas infectadas permanece asintomdtica o
con sintomas leves por largos periodos de tiempo (usual-
mente fiebre, adenopatias cervicales, sudoracién). Sin
embargo, en el feto y en personas inmunocomprometidas,
la infeccién tiene alta morbimortalidad®.

La infeccién durante el embarazo en una mamé serol6-
gicamente negativa puede llevar a la transmisién del para-
sito por la placenta hacia el feto, que lleva a toxoplasmosis
congénita. En general, el riesgo de transmisién durante el
embarazo es del 40%?. Este riesgo incrementa durante la
gestacion, especialmente en el segundo y tercer trimestre,
mientras que la severidad disminuye. La infeccién es més
severa cuando se adquiere durante el primer trimestre del
embarazo porque induce alteraciones multisistémicas,
destruccién del tejido cerebral e, incluso, la muerte!. En
el segundo y tercer trimestre, la severidad disminuye y
hasta el 85% de los neonatos puede ser asintomadtico, sin
embargo, la mayoria desarrollard lesiones irreversibles,
especialmente en el ojo y en el cerebro, durante la nifiez
temprana o adolescencia, si no se recibe el tratamiento
adecuado’?. Los neonatos con signos de toxoplasmosis
congénita presentan exantemas, linfadenopatias gene-
ralizadas, visceromegalias, ictericia y trombocitopenia.
La infeccién del sistema nervioso produce hidrocefalia,
coriorretinitis, calcificaciones cerebrales, microcefalia,
convulsiones y sorderal?.

Por otro lado, en pacientes inmunosuprimidos, como el
caso de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), pacientes con cdncer en terapia inmu-
nosupresora, receptores de érganos trasplantados, entre
otros, pueden sufrir reactivaciones de una toxoplasmosis
latente, la cual es generalizada y puede comprometer
multiples érganos como el cerebro, pulmones, higado,
rifién, corazon, tracto gastrointestinal, ganglios, glindulas
adrenales, médula ésea y testiculos, usualmente es severa
y altamente letal®.

En Colombia es escasa la informacién epidemioldgica
acerca de la frecuencia y caracteristicas clinicas de la
enfermedad. Los estudios que se encuentran han sido
realizados en algunas regiones del pais de forma aislada.
En 1980 se reporté una seroprevalencia de 54% en mu-
jeres en edad fértil, con distribucién desigual entre las
regiones, del 31-41% en la regién central®. Un estudio
en Quindio registré 60% de seroprevalencia®, mientras
que otro en Cali la documenté en 46%°. En cuanto a
la toxoplasmosis congénita, se ha estimado que el pais
tenga una prevalencia entre 2 y 10 por cada 1000 nacidos
vivos*. En Quindio se encontré una prevalencia de 0.2 a
0.6%’. Mis recientemente en un estudio multicéntrico
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nacional, la seroprevalencia para IgM fue de 0.36% y
para IgG de 0.5%8. Esto demuestra que en los tltimos
25 afios hay una constante trasmisién del parésito, sin
pruebas de descenso en la prevalencia®. Sin embargo, no
existe informacién documentada mds reciente en cuanto
a la prevalencia global en el pais, asi como datos mds
especificos de la regién y, aunque existe una guia nacional
para el manejo de toxoplasmosis congénita’, actualmente
no se cuenta con un programa de control establecido de
manera oficial®.

Generalidades acerca del diagnéstico

Tanto en la infeccién aguda como en la crénica, es posi-
ble establecer un tratamiento efectivo, si el diagnéstico es
hecho de forma ripida y adecuadal. Dado que la mayoria
de las veces el diagnéstico clinico es dificil, se requiere
de pruebas de laboratorio para apoyarlo. De acuerdo
con el estado inmune del paciente asi como del contexto
clinico, existen técnicas indirectas como la deteccién
de anticuerpos, o directas como la deteccién del ADN
por técnicas moleculares!™>. También estd disponible el
estudio anatomopatoldgico y el cultivo tisular!?.

Como en muchas enfermedades infecciosas, sobre
todo en aquellas que frecuentemente son clinicamente
inaparentes, el diagndstico se basa en pruebas indirectas
como la serologia que consiste en la determinacién de
anticuerpos especificos contra el parsito!. Sin embargo,
en muchos casos de toxoplasmosis, los métodos diagnés-
ticos tradicionales no son completamente eficientes en
dar un diagndéstico certero y temprano, especialmente
en pacientes inmunosuprimidos®. Esto ha sido facili-
tado por el uso de técnicas de diagnéstico modernas,
basadas en la deteccion directa del ADN del parisito,
ya que no dependen del estado inmune del huésped.
Las pruebas moleculares han sido desarrolladas desde
hace dos décadas y en la actualidad se constituyen como
alternativas de primera eleccién para el diagnéstico de
esta enfermedadb!®. A continuacién se explicardn los
métodos diagnésticos disponibles.

METODOS DIAGNOSTICOS
CONVENCIONALES

Serologia

Consiste en determinar la respuesta inmune del hués-
ped ante la infeccién con la medicién de la produccién de
anticuerpos especificos contra la enfermedad!’. La IgA
e IgM se detectan desde la primera semana de infeccién
y alcanzan niveles pico en el primer mes>!%. También
existe respuesta IgE, que es precoz y de muy rdpida
desaparicién. La IgM inicia su disminucién antes de los



seis meses, pero solamente en el 25% de los pacientes
desaparece completamente antes de los 7 meses'®. Por lo
tanto, se detecta incluso por un afio o més. Este compor-
tamiento depende de la intensidad de la respuesta inmune
en cada huésped. La IgA, por otro lado, también se ha
demostrado que puede detectarse hasta por 9 meses!’.
LaIgG aparece luego de la segunda semana, usualmente
una a tres semanas después de la aparicién de la IgM
(esto depende del estado inmune del huésped y de las
caracteristicas de la técnica utilizada para su cuantifica-
cién), alcanza su pico de dos a tres meses y permanece
positiva de por vida en niveles residuales variables, que
no se correlacionan con la severidad de la enfermedad™.

Existen pruebas seroldgicas que miden anticuerpos
especificos. Sin embargo, ninguna de ellas puede ser
usada de forma aislada como soporte para el diagnéstico
de infeccién aguda o crénica por 7. gondii. En la mayoria
de los casos se requiere de un panel de varias pruebas
para distinguir entre infeccién aguda y crénica, como se
discutird mas adelante!!.

El método Sabin Fieldman Dye Test, descrito en
1948, estd basado en la lisis del pardsito en presencia de
los anticuerpos especificos y de complemento. Ha sido
tradicionalmente la prueba de oro estdndar en términos
de sensibilidad y especificidad, pero actualmente se
utiliza por muy pocos laboratorios de referencial>13.
Desde entonces muchos otros métodos han sido usa-
dos. La inmunofluorescencia indirecta para deteccién
de anticuerpos (IFAT), hemaglutinacién, ensayo in-
munoabsorbente ligado a enzima (Elisa), ensayos de
aglutinacién inmunoabsorbente (Isaga)31!. Todas ellas
tienen un desempefio diferente y proveen resultados
que no son comparables entre si, aunque estos valores si
tienen calibracién especifica de acuerdo con estdndares
internacionales?. Actualmente, el método mis utilizado
y difundido comercialmente es la deteccién por Elisal®.
Las otras técnicas, que son poco disponibles, se utilizan
como pruebas confirmatorias y sélo se realizan en labo-
ratorios de referencia®3.

El resultado de la serologia debe interpretarse con base
en el contexto clinico. En pacientes con signos y sintomas
sugestivos, la IgM especifica positiva, pareada con una
IgG no reactiva, es altamente sugestiva de infeccién agu-
da. La certeza diagndstica aumenta cuando los titulos se
repiten luego de tres semanas y se detecta IgG. Si esto no
ocurre, podria pensarse en un falso positivo para IgV. Si
la IgM inicial es negativa, el diagnéstico es poco probable
pero no se descarta. La IgA sigue el mismo patrén de la
IgM. Por ello, en muchas ocasiones, no es solicitada de
forma rutinaria. Su principal utilidad radica en confirmar
una infeccién reciente cuando la IgM es negativa o inde-
terminada!®!113, Teéricamente la respuesta IgE, por ser
de elevacion y desaparicién rdpida, aporta informacién
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valiosa para diagnosticar la infeccién aguda, pero no se
cuantifica en el contexto clinico de forma rutinaria®3.
En pacientes inmunocomprometidos con sospecha cli-
nica (por ejemplo abscesos cerebrales multiples) la sola
presencia de IgG indica una reactivacién, mientras que
un resultado negativo puede sugerir otro diagnéstico!l.

Aunque encontrar niveles altos de IgM e IgG de forma
simultinea en un paciente con clinica sugestiva sugiere
una infeccién agudal®, la IgM permanece positiva por
mis de un afio, por lo tanto, no es conveniente utilizarla
como unico marcador reciente de infeccién, a no ser que
se presente en titulos muy altos o que se analice en el
contexto clinico'®. Por este motivo, siempre se recomien-
da confirmar los resultados de serologia con un método
diagnéstico alternativol®13. El Test de avidez de la IgG,
es util para definir si un paciente con IgM positiva pre-
senta una infeccién aguda, crénica o reactivada, también
cuando el resultado es equivoco o indeterminado!>1>16,
Este Test de avidez se basa en el hecho de que la afini-
dad funcional de la IgG especifica es inicialmente baja
después del reto antigénico inicial y con la maduracién
de la respuesta inmune, aumenta progresivamente con
las semanas. Se expone el complejo antigeno-anticuerpo
a reactivos como la urea o cualquier otro agente desna-
turalizante, que disocian la IgG especifica para 7. gondii
del antigeno!>13. Los titulos resultantes reflejan la IgG
total y resistente a urea. El resultado se determina con
la comparacién de la tasa de titulacién de anticuerpos
en suero tratado y no tratado'3. Si el indice de avidez o
afinidad es bajo, se concluye que la infeccién es reciente.
Si el indice de avidez es alto, se supone que la infeccién
ocurrié hace més de cuatro meses!®!3. Es importante
tener en cuenta, para la interpretacién del resultado del
Test de avidez en presencia de IgM positiva, que una
afinidad baja no indica necesariamente una infeccién
aguda, pues puede permanecer asi hasta por un afio,
como ocurre con la IgM. Por eso debe utilizarse como
una prueba confirmatoria y nunca debe realizarse de
forma aislada!’. El principal inconveniente que tiene
esta prueba es su disponibilidad, puesto que no es una
prueba de rutina y no se hace en cualquier laboratorio en
donde se hace la serologia convencional. Est4 disponible
s6lo en algunos laboratorios de referencial®314. En Co-
lombia, el Test de avidez se realiza en muy pocos centros
de referencia. La mayoria de instituciones cuenta con la
serologia convencional.

La serologia puede tener falsos negativos, por ejemplo
en pacientes con inmunodeficiencias primarias como una
hipogamaglobulinemia, o en aquellos con una inmuno-
supresién marcada como en una infeccién por VIH o en
un receptor de trasplantes’!’. Las muestras sanguineas
hiperlipémicas, hemolisadas o con inadecuada conser-
vacién de la temperatura, pueden ofrecer resultados no
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confiables!. Por otro lado, los falsos positivos son un
problema en el momento de interpretar la pruebal®11:13,
Esto ocurre por la presencia de factor reumatoideo,
anticuerpos antinucleares o por unién inespecifica in
vitro. Esto se evita con el uso de la técnica Elisa, de
“doble sanduche” o por inmunocaptura'®!3. También en
el contexto clinico un titulo positivo puede interpretarse
errébneamente como infeccién activa basado en la ciné-
tica de las inmunoglobulinas, como ya se mencion6!*.
Varios estudios han encontrado falsos positivos de IgiM
en laboratorios comerciales de Estados Unidos hasta en
un 60%. Por eso, la administracion de drogas y medica-
mentos de ese pais (FDA), recomienda que todo titulo
positivo para IgM, debe confirmarse en un laboratorio
de referencia®®. Otra dificultad ocurre al interpretar
correctamente la prueba de Elisa IgG en “zona gris” o
en niveles bajos, sobre todo en pacientes con inmunosu-
presién o en quienes se benefician de quimioprofilaxis.
Estos titulos deberian confirmarse por medio de otras
técnicas complementarias'’.

La principal dificultad que tienen las pruebas serolégi-
cas es identificar el momento de la infeccién, es preciso
acudir a la combinacién de diferentes técnicas, toma de
sueros pareados e interpretacion acuciosa de las pruebas
para evitar diagnésticos erréneos o preocupaciones in-
necesarias, especialmente en mujeres embarazadas que
persistan con serologia positiva debido a una infeccién
pasada, pero que en el momento los titulos no representan
ningln riesgo para el feto”.

Histopatologia y cultivo

El estudio histopatolégico detecta los taquizoitos y
quistes. Pueden estudiarse muestras de cualquier liquido
o tejido con diferentes tinciones (Hematoxilina Eosina,
Giemsa o Wright)!!. La mis efectiva parece ser la In-
munohistoquimica con el uso de anticuerpos especificos
o Inmunoperoxidasa, pues las tinciones convencionales
no tienen una sensibilidad y especificidad estandarizada®.
En cuanto al cultivo tisular o de liquidos corporales, su
disponibilidad es baja y es poco prictico, pues su resultado
se demora hasta 6 semanas. El aislamiento del patégeno
también se lleva a cabo con la inoculacién en ratones,
técnica que tiene alta sensibilidad y especificidad pero
que actualmente se reserva para investigaciones médicas
y sélo se realiza en laboratorios de referencial®’.

Diagndstico molecular
La deteccién directa del ADN del parésito, se basa en la
técnica de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR). En

ésta, un fragmento especifico del genoma es amplificado
para que sea visualizado en un gel de electroforesis, en
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un secuenciador automdtico o en un software de PCR
en tiempo real?’.

Este método ha demostrado ser simple, sensible, re-
producible y de costo efectivo?!. La deteccién por PCR
detecta cantidades muy pequefias del ADN, incluso
de un solo pardsito con concentraciones hasta de 0.2
picogramos de ADN?2. La sensibilidad y especificidad
dependerdn principalmente de la técnica apropiada de
extraccién del material génico, el procesamiento de la
muestra, las caracteristicas de la secuencia escogida y los
pardmetros mismos de la reaccién de amplificacién?.

La prueba puede llevarse a cabo en una amplia va-
riedad de muestras que incluyen liquido amniético,
sangre, liquido cefalorraquideo, fluido vitreo, orina, la-
vado broncoalveolar o en muestras de diferentes tejidos,
ademds ofrece resultados en menos de 24 horas, que la
hace una alternativa excelente para el diagndstico de esta
enfermedad cuando las otros métodos diagnésticos son
insuficientesb>1%1113 En general, una prueba positiva por
PCR indica infeccién activa, lo que es clinicamente sig-
nificativo!®?*. Un resultado positivo en cualquier muestra
fetal es confirmatorio de toxoplasmosis congénita??24.

Se han descrito varias secuencias objetivo en el geno-
ma de 7. gondii para los ensayos con PCR que han sido
evaluadas y desarrolladas durante los dltimos 20 afios’.
Estas se dividen en secuencias unicas y repetitivas. La
primera secuencia unica descrita fue la correspondiente
al antigeno P30 de la superficie del pardsito, gen no re-
petitivo y sin intrones>!!. Otras secuencias no repetitivas
que se han usado en algunos laboratorios de investigacién
son los genes SAG1, SAG2, SAG3, SAG4, GRAA4. Sin
embargo, la intencién era encontrar secuencias de genes
repetitivos que permitieran un mejor rendimiento de la
prueba. Fue en 1989 cuando se describié por primera
vez la secuencia del gen repetitivo B12°. La secuencia del
gen B1 es una secuencia que se repite 35 veces dentro del
gen?®. Hasta la fecha ha sido el ms estudiado y utilizado
y para el cual se han disefiado diferentes cebadores, en
localizaciones que permitieron el uso de técnicas como
la PCR anidada?¢-28. Las técnicas de PCR convencional
que identificaban esta secuencia, tenfan una sensibilidad
aproximada de 65 a 80%?. A partir de 1990, se buscaron
secuencias que fueran repetitivas con el fin de mejorar
cada vez mis el rendimiento de la técnica. Dentro de
ellas estdn la secuencia repetitiva TGR1E yla ADNr?"28,

En 2000 se describié la secuencia REP 529, que se
repite de 200 a 300 veces en el genoma del 7. gondii y
que es altamente sensible y especifica para el diagnds-
tico?. Estudios comparativos del uso de las secuencias
demostraron un aumento de 10 veces en la sensibilidad
cuando se utilizaba esta secuencia, comparada con el
Gen B1 (limite de deteccién de 20 femtogramos (fg)
para REP529 Vs 200 fg para B1)*®. Por otra parte, los



estudios que evalian el rendimiento en la deteccién del
parésito, demuestran sensibilidad y especificidad superior
con la secuencia REP529 que con el gen B1 (88% y 100%
de sensibilidad y especificidad con el gen B1, comparado
con 100% de sensibilidad y 98% de especificidad con el
gen REP529)31. Con el desarrollo de la PCR en tiempo
real (qQPCR), se ha remplazado el método convencional,
con nuevas técnicas que utilizan esta secuencia®’*2 La
qPCR permite detectar y cuantificar 7 gondii en muchas
muestras bioldgicas. Tiene la capacidad de estimar la
intensidad de la infeccién en pacientes que estin con
tratamiento, por lo que es muy util para monitorizar
la respuesta y progresién de la enfermedad, ademas de
detectar hasta el genoma de un solo parésito y diagnos-
ticar infecciones en pacientes con estado de portador
crénico?!. Comparada con otras técnicas, parece ser la
de mejor rendimiento porque capta el menor nimero de
pardsitos?* 3. En el estudio de Nagi, 2006, se compara-
ron cuatro técnicas moleculares para la deteccién de 7.
gondii, entre las cuales estaban PCR convencional, PCR
fluorescente, PCR en tiempo real con SYBRGreen Iy
PCR en tiempo real con deteccién FRET (Fluorescence
Energy Transfer Hybridization). Se determiné que la
PCR convencional y por SYBRGreen tenian un limite
de 1000 parisitos, seguido de la PCR fluorescente con
un limite de 10 a 100 pardsitos. La técnica mds eficiente
fue la FRET-qPCR que logré detectar un solo parésito™3.
En el 2010 se describié una técnica de gPCR TagMan
cuantitativa, que detecta la secuencia repetitiva REP529
y confirma una mayor sensibilidad de esta secuencia,
comparada con el gen B13%,

Muchos estudios aluden a la diversidad de disefios y
ensayos con PCR para la identificacién de este pardsi-
t0?>323536_ Sin embargo, a pesar de esta diversidad, son
escasos los estudios de comparabilidad. Como las técnicas
no estdn estandarizadas, la sensibilidad es variable, pero la
especificidad es mayor al 95%!. Independientemente de
la técnica que se utilice, es importante tener en cuenta las
técnicas de manejo de la muestra para lograr resultados
optimos. El proceso de extraccién de ADN debe reali-
zarse en laboratorios certificados y con la infraestructura
necesaria para asegurar la calidad, asi como la pureza y
adecuada concentracién del dcido nucléico®’.

Las pruebas de diagnéstico molecular para toxoplas-
mosis, se han vuelto especialmente importantes en la
evaluacién de la infeccién congénita y sobrepasan los
métodos tradicionales. El problema es que se han desa-
rrollado multiples pruebas de PCR, “caseras” o disefiadas
en laboratorios de forma independiente. Esto tiene el
inconveniente que cada método difiere en los pasos que
se llevan desde el método de extraccién hasta la inclusién
de controles internos. Estas diferencias son fuente con-
siderable de variacién inter laboratorio en la realizacién
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de la prueba, lo que incide en la calidad del diagnéstico
asi como en la comparabilidad de los resultados entre
instituciones’. Por ejemplo, en el segundo estudio co-
laborativo europeo de PCR para T gondii, se incluyeron
15 grupos de trabajo, en los que se evidencié la falta de
homogeneidad entre los protocolos. De ello se resalta la
necesidad de un control de calidad externo. Cada grupo
recibié 12 muestras (cuatro negativas y ocho positivas)
de liquido amniético impregnado de taquizoitos de 7
gondii. Cada grupo hizo su propio protocolo de PCR
(todos eran distintos). En nueve laboratorios detectaron
al menos un pardsito, dos de ellos encontraron todas las
muestras negativas, y los cuatro restantes hallaron uno
o mis controles falsamente positivos®. En otro estudio
realizado en Francia, se evaluaron 25 centros hospitalarios
que hacian pruebas caseras de PCR para el diagnéstico
prenatal de toxoplasmosis durante un periodo de tres
afios. Se encontraron al menos 35 métodos distintos,
incluso nueve hospitales hacian de dos a tres pruebas
diferentes. Todos estos laboratorios tuvieron diferencias
en al menos uno de los pasos en el proceso de la prueba.
Hubo diversidad en las secuencias utilizadas, predominio
del Gen B1 y REP 529, con una tendencia al aumento
del uso de la segunda secuencia, debido a que varios es-
tudios han demostrado una mayor sensibilidad con el uso
de la secuencia REP 529%. También hubo un aumento
significativo en el uso de técnicas con PCR en tiempo
real, comparado con la PCR convencional; sin embargo,
se emplearon al menos seis juegos comerciales distintos
para la extraccién del ADN32. Esta falta de consenso
entre diferentes laboratorios y hospitales, explica por qué
la técnica en si no estd completamente estandarizada, asi
como es dificil el control de calidad externo y la com-
parabilidad de los resultados’”3%. A pesar de que existan
en el mercado marcas comerciales de pruebas para PCR
en tiempo real, es dificil evaluar la correlacién entre sus
resultados y su desempefio, debido a la diversidad que
muestran en el proceso, razén que explica también el
amplio rango de sensibilidad que se ha reportado en la
literatura especialmente en el estudio de la toxoplasmosis
congénita’’. Como la tendencia de nuevas técnicas es
creciente, es probable que persista este problema. Por eso,
mis que estandarizar los métodos existentes, seria mejor
evaluar su desempefio con materiales bdsicos comunes y
calibrados. Esto puede lograrse con pruebas de calidad
externas que permitirian no solamente verificar que el
laboratorio esté reportando bien los resultados, sino,
también, estimar la sensibilidad de sus métodos®”. Igual-
mente, es importante que las técnicas tengan incluido un
control interno para evaluar la correcta amplificacién del
ADN vy ausencia de inhibidores de la prueba, asi como
controles negativos y positivos que permitan hacer una
adecuada interpretacién del resultado obtenido de la
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muestra de los pacientes’’3%. La aparicién de pruebas

comerciales, no disponibles a principios de la década
pasada, también puede ayudar para que la efectividad de
la prueba sea mejor en un futuro.

Aplicacion de los métodos diagndsticos en
los escenarios clinicos producidos por la
toxoplasmosis

La infeccién por T gondii puede presentarse en varios
escenarios distintos. Estd la mujer embarazada con
toxoplasmosis, quien transmite la infeccién a su bebé
(toxoplasmosis congénita), también el paciente inmuno-
suprimido con infeccién diseminada, los pacientes con
toxoplasmosis ocular y, finalmente, el paciente inmuno-
competente, previamente sano en el que la infeccién es
usualmente asintomiatica'®!#, En cada uno de ellos el
diagnéstico inicial se hace con la serologia, pero es reco-
mendable apoyarla con otro método diagnésticol2101113,

El tipo de prueba y la muestra clinica més recomendables
se simplifican en la Tabla 1.

En Colombia estd disponible el diagnéstico molecular
de toxoplasmosis en algunos pocos centros de referencia. El
Hospital Pablo Tob6n Uribe de Medellin, Colombia, cuenta
con la prueba de PCR en tiempo real para diagndstico de
toxoplasmosis desde el afio 2006. Esta prueba es cuantita-
tiva e identifica la secuencia repetitiva. Desde entonces se
han realizado 45 pruebas diagnésticas (6% de las pruebas
moleculares), de las cuales han sido positivas diez (cuatro en
LCR, dos en liquido amnidtico, dos en biopsia cerebral,un
lavado broncoalveolar y una muestra sanguinea).

Diagnéstico prenatal de toxoplasmosis
congénita

La toxoplasmosis, por ser endémica, se convierte en
un problema de salud publica, como resultado de la
transmisién de la infeccién de la madre al feto durante

Tabla 1. Aplicacién de métodos diagndsticos en toxoplasmosis.

Aproximacion

Paciente Contexto clinico . L .. Técnica Muestra Rendimiento
diagnéstica
Inmunocompetente, Infeccidn primaria IgG, IgM Elisa. SyE>70%
receptor trasplante, o deteccion de Serologia Avidez, IgA, Dye Sangre
embarazada estado inmune Test, ISAGA*
Infeccién primaria DISEEET Liquido > 80% - E 98%
Feto P directa del PCR e VPP 98% VPN
materna 2 amniotico
parasito 87%
Deteccién Sy E>90%
directa del PCR Variost
Infeccié . parasito
Neonato : ecc'o? primania IgM, IgA, I9G Sangre de S50-80%E >
materna o Elisa (Muestras cordén o 90%
Serologia pareadas) periférica
Western blot
Infeccién cerebral Deteccion S 80% en sangre,
Inmunocomprometido L directa del PCR Variost S 60% en LCR. E
o diseminada L.
parasito > 98%
= _ O,
, 19G, gM. CGW, Sangr/e S50-80%E >
Serologia humor vitreo/ 90%
Western Blot
Inmunocompetente o . — Acuoso
. . Retinocoroiditis .
inmunocomprometido Deteccion a S >60%E > 90%
. Humor vitreo,
directa del PCR
L. sangre
parasito

Adaptado de referencia*

* Se realizan solo en laboratorios de referencia

t Sangre, liquido cefalorraquideo, lavado broncoalveolar, tejidos, otros

¥ Coeficiente de Goldmann Witmer

S = Sensibilidad. E = Especificidad. VPP = Valor predictivo positivo. VPN = Valor predictivo negativo
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el embarazo. Por eso es vital, desde el punto de vista
gubernamental, la implementacién de politicas para la
deteccién temprana de la infeccién con el fin de mejorar
el pronéstico vital y funcional de los nifios infectados®”.

La mayoria de paises con politicas para la prevencién
de la toxoplasmosis congénita, realiza tamizacién sero-
légica sistemdtica para todas las mujeres embarazadas
durante el primer trimestre®2. Si la mami tiene titulos
IgG antes de quedar embarazada, se considera que no
hay riesgo durante el embarazo, pues el riesgo mayor
para el feto es cuando la infeccién se adquiere durante el
primer trimestre. Silos estudios iniciales dan negativos, la
serologia se repite de forma seriada durante el embarazo,
con el ultimo control, dos a tres semanas después del
parto, para verificar la ausencia de infeccién periparto®.
En caso de detectarse IgM, se hacen mayores esfuerzos
para la interpretacién de resultados, ya sea por estudios
pareados, implementacion de técnicas serolégicas avan-
zadas en laboratorios de referencia o empleo de técnicas
moleculares!®. El Test de avidez es util en estos casos,
pues al realizarse antes de la semana 16, si la prueba es
alta, indica que la infeccién fue hace mds de 4 meses,
antes de que la materna quedara en embarazo, lo que
disminuiria el riesgo del feto. Si la prueba es baja, dado
que permanece asi hasta por un afio, debe continuarse la
evaluacién diagnéstica'®.

La amplificacién de dcidos nucléicos por medio de la
PCR ha revolucionado el diagnéstico de la infeccién fetal
por T gondii, puesto que permite un diagnéstico tem-
prano y evita procedimientos mds invasivos al feto!340.
Anteriormente se utilizaba la cordocentesis para obtener
sangre del feto, procedimiento que tiene riesgos para el
bienestar fetal. Ahora, con PCR en liquido amniético,
se puede hacer el andlisis de forma menos invasiva’’.

Cuando una infeccién materna adquirida durante el
embarazo estd claramente establecida o la sospecha es
alta, la practica vigente es iniciar tratamiento con espira-
micina de forma profildctica hasta el parto y proponer un
diagndéstico prenatal. Se debe hacer ecografia gestacional
mensual para evaluar el desarrollo fetal. El diagnéstico
prenatal se fundamenta en técnicas moleculares basadas
en la PCR para encontrar el ADN del parisito!®. Se
realiza la prueba en la paciente con serologia positiva o
hallazgos ecogréficos sugestivos (hidrocefalia o calcifica-
ciones). Esta muestra es tomada por amniocentesis, con el
fin de estudiar el liquido amnidtico. Usualmente se toma
luego de la semana 18 y al menos cuatro semanas después
de la infeccién materna. Si el resultado es positivo, y de
acuerdo con la edad gestacional, se toman decisiones en
cuanto a cambio de tratamiento en la mujer embaraza-
da de espiramicina a sulfonamida-pirimetamina, pero
también, en paises donde el aborto terapéutico estd
legalizado, pudieran tomarse decisiones en cuanto a la
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continuacién o terminacién del embarazo de acuerdo con
el prondstico que se establezca con el resultado de la PCR
en conjunto con los hallazgos ecogrificos. Si el resultado
es negativo, debe confirmarse la ausencia de enfermedad,
luego del nacimiento, con las pruebas pertinentes!®.

La sensibilidad del diagndstico molecular aumenta con
la edad gestacional en el momento de seroconversion, y
hay un mejor rendimiento si la infeccién fue adquirida
entre la semana 17 y 21 de gestacién, pero no es influen-
ciada por el tratamiento o por el momento en que se
realice la amniocentesis'**°. En general, 1a sensibilidad y
especificidad acumuladas reportadas en la literatura es del
80% y 98%, respectivamente?’. La sensibilidad de la PCR
en liquido amniético fue del 58% en mujeres con conver-
sién serolégica en la semana 12 y se elevé al 78% en aque-
llas con seroconversion a la semana 30. La especificidad
tue del 96%. El resultado de una PCR positiva aumentd
el riesgo de infeccion fetal del 9 al 84%3°. En el trabajo de
Hohlfedld y colaboradores, se encontré una sensibilidad
del 97% y un valor predictivo negativo del 99% para el
diagnéstico de infeccién fetal con la realizacién del PCR
en muestras de liquido amniético, muy superior frente a
los métodos convencionales (inoculacién de liquido am-
nidtico y sangre fetal en ratén, cultivo celular de liquido
amni6tico e identificacién de IgM especifica en sangre
fetal) cuya sensibilidad es hasta 89.5%*.. En un estudio
multicéntrico prospectivo, se demostré que la técnica de
gPCR REP-529, permite detectar parésitos en el liquido
amniético de 92% de fetos infectados*2. Sin embargo, los
falsos negativos en diferentes estudios han demostrado
estar en el rango del 10 al 35%373%%. Esto se explica
probablemente por la presencia de una baja densidad
parasitaria en el liquido amniético o por transferencia
retardada del pardsito a través de la placenta, mds que por
dificultades en la técnica®”**. En otro estudio, en Brasil,
se evaluaron cuatro técnicas de diagnéstico molecular
(PCR cualitativa, PCR-Hibridacién, semiNested-PCR
y PCR cuantitativa en tiempo real, tecnologia TagMan)
en 183 muestras de pacientes embarazadas a quienes
se les confirmé o descarté toxoplasmosis por medio de
serologia pareada IgG-IgM. De las cuatro técnicas, la
PCR en tiempo real mostré los mejores resultados, con
una sensibilidad del 48.5% y una especificidad del 95%%.
Romand y colaboradores, por otro lado, obtuvieron una
sensibilidad del 64%, valor predictivo negativo del 87.8%,
especificidad y valor predictivo positivo del 100%**. Esto
demuestra la variabilidad que puede existir en las técnicas
segin el laboratorio donde se procese la muestra*#.
La qPCR tiene un valor predictivo negativo cercano al
100% cuando se realiza en el primer o segundo trimestre
del embarazo. Igualmente, el valor predictivo positivo se
acerca a 100% cuando la PCR es hecha en un laboratorio
acreditado en donde se impida al méximo la contami-
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nacién®*. Los resultados ofrecidos por la qPCR en el
diagndstico prenatal ayudan a establecer el prondstico en
el feto porque se correlacionan con los estudios ecogra-
ficos y porque altos titulos se correlacionan con signos
clinicos de severidad en el feto y en el neonato'”. Por lo
tanto, se concluye que las técnicas basadas en PCR son
efectivas para ayudar a definir el tratamiento apropiado
y hacer vigilancia. Tiene una muy alta especificidad, por
eso un resultado positivo confirma la infeccién, pero la
sensibilidad no es tan alta. Un resultado negativo no la
descarta completamente, en especial en la segunda mitad
del embarazo, cuando es mayor la transmisién materno-
fetal. Por lo tanto, el seguimiento postnatal es necesario
en el primer afio de vida, con el fin de excluir comple-
tamente la infeccién en nifios cuya PCR fue negativa®.

Diagnéstico postnatal

La tamizacién neonatal postnatal debe complementar
al diagnostico prenatal cuando éste se realiza. También,
es una alternativa importante en paises donde no se hace
la tamizacién serolégica a las madres, asi como la opcién
obligada en neonatos en los cuales no se pudo hacer el
diagnéstico prenatal, situacién que actualmente es alta
por la falta de recursos y disponibilidad de la técnica
diagnéstica en muchos paises en via de desarrollo*+2,

Cuando un neonato tiene riesgo de tener infeccién
por T gondii, usualmente se evalda clinicamente para
buscar hallazgos sugestivos (hidrocefalia, coriorretinitis,
microftalmia, entre otras). Se acompafia de un estudio
imaginolégico, que usualmente es una ecografia cerebral,
con el fin de buscar calcificaciones cerebrales, en cuyo
caso muchas veces se complementa con una tomogra-
fial®1124 También se realiza evaluacién oftalmoldgica
durante la primera semana, y de forma repetida cada
tres a cuatro meses durante el primer afio!. Esta eva-
luacién se acompafia con el analisis serolégico del recién
nacido, o con la deteccién del pardsito mediante técnicas
moleculares'®*. En el primer caso, se toman muestras
sanguineas para demostrar la presencia de anticuerpos
especificos, que sugieren infeccién intrauterina o sim-
plemente la transmisién pasiva de anticuerpos maternos
(especificamente IgG). La prueba se repite al mes de vida
y cada 2 a 3 meses. Si el recién nacido no estd infectado,
se observari el descenso de los titulos IgG maternos que
desaparecen del quinto al octavo mes y no se detecta IglV
o IgA.Un neonato infectado se determina por la presen-
cia de IgM o IgA, por la falta de descenso en los titulos
de IgG luego de 6 meses, o por su persistencia luego de
12 meses!?. En la evaluacién serolégica del neonato, los
marcadores mds especificos son IgM e IgA, los cuales
no atraviesan la placenta, y cuya aparicién en el periodo
neonatal explicaria una infeccién activa del neonato, que
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se confirma si los titulos son crecientes en dos muestras
separadas!®113, Si la sangre fue tomada de cordén, existe
el riesgo de contaminacién con sangre materna durante
el parto. Esto se aclara con la repeticién de serologia diez
dias después, ya que es corta la vida media de estas inmu-
noglobulinas o, también, existe la alternativa de evaluar
de forma pareada el suero del neonato y de la madre en
el momento del parto para buscar la presencia de IgG e
IgM especificas por medio de la técnica Western blot, con
el fin de determinar si las inmunoglobulinas detectadas
son idénticas, lo que supondria contaminacién o, por el
contrario, si los patrones son especificos para la madre y
él bebé, indicaria infeccién neonatal’®. El rendimiento
de la serologia en el recién nacido muestra resultados
dispares, con estudios que reportan sensibilidades del 50
al 80%!7, y una especificidad cercana al 100%. Cuando
las técnicas convencionales, se combinan con el Western
blot u otras técnicas seroldgicas como el Isaga, la sensi-
bilidad es mayor y podria detectarse hasta el 94% de los
neonatos infectados en los primeros tres meses de vida'”.
Aunque la serologia ha sido el método convencional para
el diagndstico postnatal de la toxoplasmosis, su principal
desventaja radica en no demostrar una infeccién de forma
temprana en un paciente con resultados no concluyentes.
Por lo tanto, es imprescindible correlacionar los resulta-
dos con la clinica del paciente y confirmar los hallazgos
serolGgicos con otras técnicas. Por este motivo las técnicas
moleculares constituyen una excelente alternativa para el
diagnéstico en estos pacientes, ya que, con una muestra
de sangre periférica, liquido cefalorraquideo u orina, se
obtiene un resultado ripido, altamente sensible y un costo
efectivo para confirmar el diagndstico, o para establecerlo
en un bebé que tiene la sospechal®*7.

Diagnéstico en personas
inmunocomprometidas

El paciente inmunocomprometido constituye una
categoria especial. El diagnéstico de toxoplasmosis
cerebral ha sido insatisfactorio durante mucho tiempo
por diversas razones'’. Entre ellas, el uso de imagenes
para soportar la sospecha clinica puede no ser util, espe-
cialmente en pacientes con VIH, quienes pueden tener
otras enfermedades infecciosas con compromiso cerebral.
El estudio patolégico de muestras postmortem, asi como
la respuesta al tratamiento antiparasitario, se usan en
conjunto con las imdgenes para el diagndstico de toxo-
plasmosis, con multiples desventajas'®!*. La serologia,
usualmente, es ambigua y poco ttil en estos pacientes. La
deteccién directa del pardsito por métodos no molecula-
res es dispendiosa e insensible3’. Por esto, y debido a que
la toxoplasmosis en pacientes inmunosuprimidos puede
ser letal, es fundamental hacer un diagnéstico urgente.



La PCR se puede utilizar con seguridad en pacientes con
diferentes tipos de inmunosupresién. En estos pacientes
en quienes la toxoplasmosis es diseminada, la muestra
se obtiene de cualquier fluido o de cualquier tejido*!.
La deteccién molecular permite una identificacién mds
temprana de la infeccidn, evaluar la respuesta al trata-
miento, incluso, ayudar a monitorizar la carga del parésito,
en el contexto de pacientes que requieren reduccién de
la terapia inmunosupresora para permitir el tratamiento
de la infeccién*-0, y determinar el momento de reiniciar
el tratamiento para la enfermedad de base. Con este fin,
la PCR demuestra una sensibilidad superior al 80% y
especificidad del 98% con muestras tomadas de sangre
y una sensibilidad del 60% con muestras de liquido cefa-
lorraquideo!®1148-51 Sin embargo, el rendimiento parece
no ser tan alto cuando el paciente ya ha recibido trata-
miento previo porque algunos estudios demuestran que
la sensibilidad cae hasta el 13-25% ante este escenario®2.

Diagnéstico de toxoplasmosis ocular

La coriorretinitis toxopldsmica se advierte en el
contexto de una infeccion congénita o en enfermedad
adquirida postnatal como resultado de infeccién aguda
o reactivacién®>,

El diagnéstico se basa en el examen oftalmoldgico.
La presencia de lesiones focales con inflamacién vitrea,
junto con una serologia positiva para 7. gondii, soporta
el diagnéstico y justifica el inicio del tratamiento®%4,
Sin embargo, hay pacientes con lesiones atipicas, sin-
tomatologia clinica inespecifica o falta de respuesta al
tratamiento, que se beneficiarian otras pruebas. Existen
tres alternativas. La primera es la deteccién de inmunidad
directamente en el 0jo!®*3. Esto se hace con la toma de
serologia IgG total y especifica para 7. gondii, pareada
en sangre y humor acuoso, se calcula el coeficiente de
Goldmann Witmer (CGW)>*. Esta técnica tiene una
sensibilidad variable entre el 50 y 80%. En segundo
lugar, estd la técnica Western blot, también en muestras
pareadas de humor acuoso y suero, con una sensibilidad
similar al CGW?°. Finalmente, est4 la deteccién molecu-
lar del ADN del parisito directamente en humor vitreo.
Aunque algunos estudios reportan sensibilidad del 16
al 55%'%, otros demuestran deteccién del parisito por
encima del 70%°°. Parece que la efectividad de la PCR
depende del momento en que se tome la muestra y es mds
efectiva en los primeros dias de inicio de los sintomas, del
estado inmune del huésped, aparentemente, en personas
inmunocomprometidas y de acuerdo con el tamafio de las
lesiones. Son mds efectiva cuando éstas son mayores de
dos didmetros de disco 6ptico®’. Esto también se cumple
para las otras dos técnicas, cuyo rendimiento parece ser
mejor en fases mds tardias. Se encontré que la combi-
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nacién de las tres técnicas aumenta de forma notoria el
rendimiento diagnédstico con pruebas biolégicas, pues
han llegado a ser del 83 al 85%°>%. Por eso, lo ideal
serfa emplear las tres'?. Sin embargo, en la mayoria de
situaciones, es escasa la cantidad de liquido intraocular.
Algunos autores proponen un algoritmo para optimizar
el uso de las pruebas y sugieren priorizar la PCR du-
rante los primeros diez dias del cuadro, especialmente
si el paciente es inmunosuprimido y si las lesiones son
grandes!®*3-%, Usar preferiblemente el CGW si el cuadro
es superior a diez dias, si hay cicatrices, si la reaccién de
la cdmara anterior es leve a severa, y asociarla con PCR
en lesiones grandes. Finalmente, usar Western blot en
muestras tomadas luego de 30 dias del inicio de los
sintomas®®. Dada la invasividad de la puncién ocular,
la deteccién del DNA en sangre parece una alternativa
atractiva. Sin embargo, la demostracién del pardsito en
sangre en episodios de retinocoroiditis, es exitosa en
casos limitados, especialmente en inmunosuprimidos,
en donde la enfermedad diseminada se espera mas®2-4,
En el paciente inmunocompetente, la enfermedad ocular
parece ser mds por reactivacién de quistes retinianos,
con diseminacién limitada. Por lo tanto, se requiere de
mis estudios para determinar la efectividad de la PCR

especificamente en esta situacién!’.

Diagnéstico en personas
inmunocompetentes

Como en pacientes inmunocompetentes la infeccién,
regularmente, es asintomatica, la deteccién o aislamiento
del parésito es menos comun, excepto para pacientes que
tienen enfermedad severa con falla multiorgdnica®°.
En pacientes inmunocompetentes, el diagnéstico se
fundamenta en la serologia. Este permite un diagnéstico
retrospectivo y se usa para determinar el estado inmune
en algunas situaciones como el embarazo, especialmen-
te durante fases tempranas, en pacientes con uveitis o
retinocoroiditis sin historia de infeccién congénita, en
el contexto de donacién de érganos, para el estudio de
donantes y receptores!®!!. También, en pacientes con
sintomas inespecificos como fiebre y adenopatias, la sero-
logia sigue siendo importante para realizar el diagndstico
diferencial con otras infecciones como citomegalovirus,
Epstein Barr y VIH, asi como de otras enfermedades
hematolégicas!®.

Dada la poca relevancia clinica de la infeccién por 7
gondii en personas sanas, el uso de métodos moleculares
es limitado en estos pacientes. Sin embargo, es de gran
interés para entender mejor la fisiopatologia de la enfer-
medad, particularmente en relacién con la diseminacién
del parisito, por ejemplo, en el contexto madre-feto!%2°.
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Avances recientes

El uso creciente de la biologia molecular y sus técni-
cas para el diagndstico no solo de la toxoplasmosis sino
de muchas enfermedades hereditarias e infecciosas en
los ultimos 10 afios, permite hacer diagnésticos mds
precisos. Las pruebas descritas hasta ahora no brindan
mids informacidn, aparte de decir si la infeccién estd o
no presente. Por eso, cada vez hay mds interés en tener
informacién sobre la clasificacién genética, para entender
mejor la epidemiologia del parésito, su patogenicidad
y virulencial”18. La genotipificacién también juega un
papel importante en estudios de biologia poblacional,
estudios epidemioldgicos e identificacién de fuentes de
infeccién. La correlacion entre el genotipo y el patrén
de enfermedad también seria muy importante desde el
punto de vista clinico?.

Las nuevas técnicas basadas en identificacién de alta
resolucion (polimorfismos de longitud de fragmentos de
restricciéon PCR RFLP, microsatélites y tipificacién de
secuencias multilocus MLST), son importantes en estos
estudios. Se basan en técnicas para detectar polimorfis-
mos simples de nucledtidos y pequefias mutaciones e
identificar aislamientos genéticamente muy relacionados
de T gondii. Los dos primeros son mds simples y costos
efectivos?136, Mis recientemente, las técnicas de secuen-
ciamiento del ADN permiten una mejor caracterizacién
gendémica de fragmentos especificos del parésito?’. El
avance de estas pruebas moleculares, permitié la des-
cripcién de tres genotipos del parésito. Tipo I, IT y I1I,
los cuales difieren aparentemente en comportamiento
bioldgico y patrones epidemiolégicos. Los genotipos tipo
Iy II se encuentran en casos de toxoplasmosis congénita,
mientras que el tipo I se describi6 en animales!”18. La
recombinacién sexual entre dos lineas clonales también
facilita la evolucién natural de la virulencia'®. En modelos
animales se ha encontrado que el genotipo I parece ser
mds virulento que los otros. También se ha descifrado,
en parte, la distribucién geografical®!%. El tipo II es el
mas comun en Norteamérica y Francia, mientras que
en Suramérica predomina el tipo I. Esto indicaria que
existen diversidades en la virulencia, lo que explica la
variacién en la frecuencia y las manifestaciones de la
enfermedad en distintas poblaciones. Es probable que
con estudios futuros se pueda aclarar qué importancia
tienen estas diferencias genotipicas en cuanto al riesgo
de transmisién, de enfermedad, asi como la respuesta
al tratamiento médico!8. También se implementan
nuevas técnicas que aprovechan la técnica de la PCR
Multiplex, en donde se utilizan varios cebadores que
reconocen tres secuencias objetivo como el gen B1, REP
529 e I'TS1 de forma simultinea, con alta sensibilidad
y especificidad y ofrece resultados igual de rdpidos para

64 | Enero-Junio 2013 | MEDICINA U.PB. 32(1): 54-67

mejorar el rendimiento en el diagnéstico®”. Otra técnica
prometedora recientemente descrita es la amplificacién
isotérmica mediada por asas (del inglés Loop Mediated
Isothermal Amplificacién, LAMP)®®. Esta poderosa
técnica de amplificacién génica emerge como una herra-
mienta de diagnéstico rdpido y simple para la deteccién e
identificacion temprana de enfermedades infecciosas. El
procedimiento es simple y puede completarse en menos
de una hora con condiciones isotérmicas y con varios
cebadores disefiados especificamente para reconocer
varias secuencias del gen objetivo que se incuban en una
sola reaccion para detectarlas en una electroforesis en gel
de agarosa y visualizarlas con tincién fluorescente, sin
necesidad de un termociclador y se hace en un bloque
calentador. Con estas ventajas y su operacién, LAIVIP
tiene aplicaciones clinicas potenciales en la vigilancia de
enfermedades infecciosas, incluida la toxoplasmosis, en
paises en vias de desarrollo que carecen de equipos sofis-
ticados y personal entrenado®®. Varios estudios muestran
sensibilidades tan altas como el 87% para esta técnica
con especificidad cercana al 100%, lo que sugiere que,
cuando se compara con la PCR en tiempo real, LAMP
tendria una efectividad comparable®>®. Incluso, aplicarse
como método de seguimiento y respuesta a tratamiento
que busca el ADN en una muestra de orina, segin es-
tudios preliminares realizados en ratones®!. Esto sugiere
que LAMP puede ser una técnica promisoria para el
diagnéstico de toxoplasmosis; sin embargo, se requieren
mis estudios que corroboren estos resultados iniciales,
asi como la validacién de los mismos en humanos®%61,

CONCLUSION

La toxoplasmosis continda siendo una enfermedad
importante en todo el mundo, cuyos avances en el diag-
néstico tienen una relevancia permanente enfocada hacia
la prevencién de enfermedad en la mujer embarazada,
asi como en el paciente con VIH o con otra forma de
inmunosupresion.

Aunque los métodos diagndsticos convencionales
contindan vigentes, ademds de ser la Gnica alternativa en
centros hospitalarios, su interpretacién puede ser dificil
en multiples ocasiones. Por tal motivo, la biologia mole-
cular se presenta como una alternativa para disminuir este
vacio en la identificacién del pardsito y se hace necesario
que estas técnicas sean accesibles para toda la poblacién,
en especial en las personas que requieren pruebas con-
firmatorias para hacer el diagndstico. Se necesita mds
investigacion en las técnicas moleculares, no solamente
la proveniente de otros paises, sino, también, en nuestro
medio para contribuir con el mejoramiento de las pruebas
moleculares existentes y técnicas mds estandarizadas, con
mejor nivel de sensibilidad, comparables entre si y que



dispongan de un control interno adecuado.
La generacién de conocimiento también
se hace necesaria para la implementacién
de guias diagndsticas disefiadas con los
mejores estindares de calidad, con el ob-
jetivo de tener el mejor rendimiento de las
técnicas moleculares a la hora de evaluar a
los pacientes con sospecha de toxoplasmo-
sis. Igualmente, los avances en la biotec-
nologia, ingenieria genética y medicina de
laboratorio, deberdn contribuir a crear cada
vez mejores pruebas diagndsticas basadas
en las técnicas moleculares para entender
mejor la fisiopatogenia de la enfermedad,
el comportamiento epidemiolégico del

Algunos métodos serolégicos como el
Test de avidez tiene una baja disponibili-
dad en el pais, y las técnicas moleculares,
aunque son realizadas por algunos centros
de referencia, son subutilizadas. Por otro
lado, existe desconocimiento, por una par-
te importante del gremio médico, acerca
de la existencia y aplicabilidad de estas
pruebas en nuestro medio. Es por esto que
es menester la difusién de este material
cientifico con el fin de que la comunidad
médica las conozca y que su buena utili-
zacién contribuya a un diagndstico mds
temprano y a la prevencién de secuelas en
la poblacién en riesgo.

Diaz Diaz A., Aristizabal BH.

pardsito, asi como las interacciones entre
éste y su hospedero.
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