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1.- INTRODUCCION



La toxopl¿irniosls es una enfermedadparasitaria que

afecta a muchos millones de personas en el mundo, aunque

en la mayoría de los casos de forma asintomática¡ es

producida por un protozoo, llamado Toxoplasma gondíl que

utiliza como hospedador definitivo el gato, donde se

multiplica sexualmente en el epitelio de su intestino y

como hospedadoresintermediarios muchos mamíferos, gato

y hombre incluidos y aves.

El gato y otros félidos son los hospedadores

definitivos, en su intestino -enterocitos-- , se produce

la multiplicación asexual múltiple por gemación -

esquizogonias- , formándose al final macrogametocitosy

microgametocitos que darán macrogametosy microgametos.

la fecundación de los primeros por los segundosproduce

los ooquisres que salen al exterior. El proceso es rápido

cuando la infección del gato se produce por quistes con

bradizoitos o por agrupamientos con taquizoitos (3-6

días) . Es lento cuando la infección del gato se produce

por ooquistes esporulados, con esporozoitos infectantes

(más de 20 días posinfección) . El gato es asimismo

hospedador intermediario del parásito, con formación de

agrupamientos con taquizoitos prácticamente en cualquier

célula, y quistes con bradizoitos en células nerviosas,

musculares, etc.

Los coquistes esporulados son infectantes para los

hospedadores intermediarios. Los esporozoitos

infectantes, pasan desde el intestino a las células

viscerales (macrófagos, células endoteliales, etc)

comenzando multiplicaciones asexuales rápidas por

endodiogenia -gemación simple interna-, dando lugar a

agrupamientosde taquizoitos (A!?) . Se rompen las células

albergantes y los taquizoitos invaden nuevas células.

Este proceso coincide con la fase aguda de la infeccion.

El programagenético de la variedad de Toxoplasma gondíl,

y la defensa inmunitaria del hospedador producen el

2



cambio de los últimos taquizoitos que, penetrando en

áreas y células inmunológicamente más tranquilas, se

transforman en quistes tisulares, dividiéndose lentamente

por endopoligenia, produciendo bradizoitos infectantes

para otro hospedador intermediario que los ingiera y para

el hospedador definitivo. Los bradizoitos ingeridos se

comportan como los esporozoitos. De aquí la eficacia del

ciclo mantenido por carnivorismo. En ausencia de una

respuesta ml eficaz, los bradizoitos de una infección

crónica, liberados por la muerte de la célula albergante,

se transforman en taquizoitos que reanudan la fase

inicial del ciclo. Los taquizoitos por vía parenteral -

infecciones accidentales y transpíacentarias (infección

congénita)- reproducen el mismo tipo de ciclo.

El hombre es uno de los hospedadores intermediarios.

La fuente principal de la infección humana es la

ingestión de carne parasitada (quistes con bradizoitos)

procedente de animales de abasto, insuficientemente

tratada por el calor. Además de con ooquistes, ocurren

otras modalidades de infección: la congénita, la

ocasionada por trasplantes infectados y las

recrudescencias de infecciones crónicas por

inmunosupresión farmacológica o infecciosa.

3



FIGURA 1.

Figura 1. ciclo epidemiológíco y biológico general. AlT agrupamientos con
taguizoitos, Q/B quistes con bradizoitos. Los dos círculos y la elipse
encierran símb6licamente los tres ámbitos del ciclo, desarrollados en las
figuras 2, 3 y 4. Las flechas en las líneas señalan la dirección del ciclo y
de la infección.

fIarfrir,ez-~ernández, AR. <1095), ComunicaciÓn encrita.



FIGURA 2

GATO
HOSPEDADOR DEFINITIVO

Qul

Figura 2. ciclo biológico en el gato y otros félidos hospedadores definitivos.
A/T agrupamientos con taquizoitos, Q/B quistes con bradizoitos. El 52 53 0,
esquizogonias intestinales, gamogonia y formación de ooquistes.
1. Representa el ciclo rápido del gato, iniciado por la ingestión de quistes
con bradízoitos viables. En el gato así infectado se produce simultáneamente
el ciclo visceral <A/T--Q/B> y el entérico sexuado <El 52 53 0> . Los ooquistes
empiezan a eliminarse muy pronto, 3~-G~ día posinfección.
2. Representa el ciclo lento. Se inicia por la infección por Ooquist&S
esporulados. Los esporozoitos inician primero el ciclo visceral. Los
bradizoitos vuelven al intestino e inician en los enterocitos de la mucosa el
ciclo sexuado. Los ooquistes empiezan a eliminarse 20 a 30 días después de la
infeccion.

t4arémnez-Pernóndex, AP, <1995>. Comunicaeión escrita.

BRADIZOITOS

pci.



FIGURA 3

Figura 3. ciclo biológico en el fiambre. A/T agrupamientos con taquizoitos,
durante la fase aguda de la enfermedad, Q/B quistes con bradizoitos, fase
crónica. El proceso adquirido se inicia tras la ingestión de ooquistes
esporulados procedentes de gatos o quistes tisulares con bradizoitos viables,
en la carne de animales de abasto. La infección intraespecífica se produce
además por otras vías: la transpíacentaria en la infección congénita, o
mediante trasplantes de órganos o tejidos infectados. También ocurre la
infección accidental, entre personal de laboratorio, por inoculación de
taquizoitos. La inmunosupresión farmacológica posterior a un trasplante u
otros procesos, así como la inmunosuptesión infecciosa, transforma una
infección crónica, en aguda»

riarbinez- renióndez A.)> 1995). Comttnicacíón escrita.



FIGURA 4

HERBIVOROS, OMNIVOROS

Figura 4. ciclo biológico en los hospedadores intermediarios. La fuente
principal de la infección humana son los herbívoros, ovinos y caprinos
principalmente, se infectan por la ingestión de ooquistes. Los omnivoros, el
cerdo principalmente, se infecta tanto por ooquistes como por sus tendencias
carroñeras. Hospedadores intermediarios muy eficaces para el ciclo a través
del gato, como ratones y gorriones, son también ingeridos por los cerdos. Los
depredadores, el propio gato incluido, mantienen el ciclo biológico de
Toxoplasma gondíl por carnivorismo (depredación, canibalismo, carroñerismo)
El ciclo entre depredadores puede mantenerse en el tiempo en ausencia de
gatos.

GATO, DEFINITIVO

BRADIZOITOS

DEPREDADORES
HOMBRE

Harbínez-rernán3ez, Ap. 1005). Cotwunicación escrita



1.1 IUI\tU II C1’ lis infecciones que se

1SÁYIIfll1 ‘Ii <1 IítuíílIÁ 5t~ti isítíl oinaticas o con escasos

sInLo!lhu; 01 ini ¿kv; bíy í 1 tjtíííís situaciones en que esto

Y 1 i 1110 es ¿Ls oxop 1 ,isínos:í s aparece como una grave

enfermedad que piiodt’ al ecUar a la vida del paciente o

puede producir qi.íves secuelas. Estas situaciones son

dos, cuando la infección se produce durante el período

de gestación de la mujer, ya que se pueden producir

muerte o malformaciones fetales y cuando se produce

primoinfeccién o reactivación de una toxoplasmosis

antigua en un sujeto inmunodeprimido.

En un sujeto inmunocompetente, trascurrida la fase

aguda de la enfermedad, se adquiere un equilibrio entre

el parásito y el sistema inmune del hospedador, quedando

Toxoplasma gonclil en forma de quistes tisulares, sobre

todo en el músculo esquelético, corazón y sistema

nervioso central. Si se producen alteraciones del sistema

inmune del hospedador, este equilibrio puede romperse y

producirse una reactivación de la toxoplasmosis, estos

casos que afectan principalmente a sujetos fuertemente

inmunodeprimidos, como los pacientes HIV, producen

cuadros clínicos de mucha gravedad, fundamentalmente

cuadros de encefalitis. Aunque raramente también pueden

producir cuadros de miocarditis, neumonitis, infección

diseminada, etc

El método de diagnóstico más empleado

tradicionalmente es la serología, ya que el cultivo del

parásito de muestras clínicas es largo y complicado. En

sujetos inmunocompetentes, la infección aguda se

demuestra por seroconversión en el título de anticuerpos

totales frente al parásito y la presencia de Ig fYl

específica. En cambio, debido a la deficiencia del estado

inmunológico que presentan tos pacientes inmunodeprimidos

que sufretí rt¿íW. ¡v¿i<:j on de la toxoplasmosis, estos

métodos cai(tCM.i~ (IP vn lot en oste tApo de pacientes, por

lo (UIC= 50 PSI tit.eiilaiido desarrollar métodos



<1.1 t.eIAhI 1 i V( ~

1>=b(10 A Ii (iii i cuí Uaci práctica de estudiar en

pacient; es liummnos lAs <lis U intas formas en que puede

aparecer la enfermedad (primoinfección en sujeto

inmunocompeteute, infección crónica en sujeto

inmunocompetente y reactivación de la toxoplasmosis en

sujeto inmunodeprimido) , se ha recurrido a modelos

animales que consigan recrear estas situaciones clínicas.

Así se puede establecer una primoinfección aguda

sintomática mediante la inoculación por vía peritoneal

de taquizoitos en ratones inmunocompetentes; una

infección crónica mediante la inoculación de quistes

tisulares por vía oral de una cepa cistógena de

Toxoplasnia gondii a ratones inmunocompetentes y una

reactivación de la toxoplasniosis mediante un tratamiento

inmunosupresor a unos ratones con toxoplasmosis crónica.

La toxoplasmosis ha adquirido una mayor importancia

en los últimos años debido al gran incremento de sujetos

inmunodeprimidos, por el incremento de los trasplantes

de órganos, los tratamientos inmunodepresores y la

aparición de la pandemia por el virus de la

inmunodeficiencia humana adquirida (111V) ; en estos

pacientes inmunodeprimidos es donde el cuadro clínico de

la toxoplasmosis adquiere mayor gravedad y además es en

donde los métodos diagnósticos tradicionales obtienen

peores resultados, por lo que el diagnóstico de la

toxoplasmosis en pacientes inmunodeprimidos es una de los

retos diagnósticos más importantes que tiene planteada

la parasitología actual.

El tratamiento clásico de las infecciones humanas

por Toxoplasuna gondíí es la combinación de pirimetamina

y sulfadiacina y en caso de embarazo se emplea

espiramir ina, pero estos tratamientos plantean problemas;

en par ant con ¡liv y encefalitis toxoplásmica se han

deseeit o mocitos ni ‘eL os secundarios adversos producidos

por .1 a pi e i mal aunini y 1 su 1 ladiacina que en muchos casos

<>



(4>1 i jA 1 lA t III I(~M on d ‘1 1 tatamiento y la

aspi ennw lilA 5 ir hl ínoW tuin muy efectiva en el

iii iifliai>I ~ d mí c’(k’IOI1(’5 ¿otiqanitas. Debido a estos

problamís Sc’ luuc’ nac~osaí. 1 la busqueda de nuevos

fármacos nI ‘5 ~IJA <‘1 U iXlUAilii.ÚflUO de esta parasitosis

El TixsU i yit o do Salud de EsUados Unidos ( mM) ha

señalado al así udio del Toxoplasína gondii y la

toxoplasmosis como una de las líneas mundiales de

investigac ion prioritarias.

1<)



2.- OBJETIVOS

I.1



h’sAeeo 1 lo <1’ modo ¡ os animales que reproduzcan las

disí ini s ; un lose:; clínicas que podemos

encont~va laxos en a t oxoplasmosis humana.

2” Eleccion de qeuyoz; de pacientes que representen las

distintas situaciones clínicas a estudiar:

3” Optimizar la detección de Ig O.

4” Optimizar la detección de Ig M.
50 Optimizar la detección de 19 A.

6’ Optimizar el estudio de la avidez de la 19 G.

70 Optimizar la técnica de la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR)

7.1. Optimizar los métodos de extracción de ADN.

7.2. Optimizar los métodos de amplificacion.

7.3. Optimizar los métodos de detección del

amplificado con sonda.

8.- Evaluar la utilidad diagnóstica de la Tg O en:

8.1. Modelo animal de primoinfeccion.

8.2. Modelo animal de infección crónica.

8.3. Modelo animal de infección crónica

reactivada.

8 .4. Pacientes inmunocompetentes.

8.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica.

8.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplásmica.

9.- Evaluar la utilidad diagnóstica de la 19 M en:

9.1. Modelo animal de primoinfeccion.

9.2. Modelo animal de infección crónica.

9.3. Modelo animal de infección crónica

reactivada.

9 .4 . Pacrentesi nmunocompetentes.

9 . 5 . Pac:i.ent os nmuxxodeprimidos sin encefalitis

1 OXO~)I ¿15>1> ¿A

0.6. [‘Aa i <sil os 1 nnuíuiodeprimidos con encefalitis

IOXO~> 1 WUHi

.1. 2



U. L~voIue It utilidad diagnóstica de la Tg A en:

IP. 1 - Modelo animal de primoinfeccion.

10.2. Modelo animal de infección crónica.

10.3. Modelo animal de infección crónica

reactivada.

10 .4. Pacientes inmunocompetentes.

10.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica.

10.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica.

11.- Evaluar la utilidad diagnóstica del estudio de la

avide2 de los anticuerpos Ig G en:

11.1. Modelo animal de primoinfeccion.

11.2. Modelo animal de infección crónica.

11.3. Modelo animal de infección crónica

reactivada.

11.4. Pacientes inmunocompetentes.

11.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica.

11.5. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmíca.

12.- Evaluar la utilidad diagnóstica de la detección

de antígenos circulantes en:

írí. Modelo animal de primoinfeccion.

12.2. Modelo animal de infección crónica.

12.3. Modelo animal de infección crónica

reactivada.

12 .4. Pacientes inmunocompetentes.

12.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplasmíca.

12.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxopiasmíca

13 . - Evaluar 1. a utilidad diagnóstica de la detección

de AUN (ial p¿ieásito mediante la reacción en cadena de

la poi uneeas¿¡ esi

1 . 1 . Modo lo animal de primoinfeccion.

13



1 ti! OV(tiOI1

liii t’cclon

crónica.

crónica

IINA(I i vlki,t

1.3.5 - lic 1 ant

toxoplaumí (‘A

13 .6 . Pacient

toxoplasmica

14.- Evaluar la etícacía antitoxoplásmica de nuevos

fármacos.

14 . 1.

14 .2.

14 . 3

14.4.

Macrólidos.

Clindamícína.

Minociclina.

Quinolonas.

ti iuiilo~()tfl[)eU.eI1tes

1 ¡imunodeprimidos sin encefalitis

eu ímuuiiocleprimidos con encefalitis

1 ‘1.
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3.1. - Genoralidadnts.

!‘(‘.x<)¡>!t:;IIIA í¡otsi ¡ 1 ‘e (III pIot ozon intracelular ubicuo

del sti[iphy 1 orn Api {OW[) 1 exa , e 1.ase Sporozoa y orden

Nucocelilia, suboedeii E ime .i na que afecta a muchos

animales y ¿tI bombee permaneciendo después de la

infección aguda en el hospedador en forma de quistes

tisulares con bradizoitos infectantes.

Tiene distribución universal, siendo sus reservorios

los gatos, los pájaros y los mamíferos. El gato actúa

como hospedador definitivo ya que la reproducción sexual

se desarrolla en el epitelio de su intestino y como

hospedador intermediario, mientras que todos los demás

animales infectados actúan como hospedadores

intermediarios ya que en ellos tienen lugar solo ciclos

asexuales de reproducción.

La infección por Toxoplasma gondui puede ser aguda

o crónica, sintomática o asintomática. La infección aguda

recientemente adquirida casi siempre es asintomática en

los niños mayores y los adultos; todos los síntomas y

signos (toxoplasmosis aguda> son habitualmente de corta

duración y autolimitados. En la mayoría de los casos,

persiste la forma quistica del microorganismo, pero la

persona no tiene manifestaciones clínicas (infección

crónica o latente por Toxoplasrna gondul) . Sin embargo,

en algunos casos, el Toxoplasma gon ciii es la causa

comprobada de manifestaciones clínicas persistentes o

recurrentes (toxoplasmosis crónica>; la coriorretinitis

es un ejemplo de la forma crónica de la enfermedad. La

infección aguda plantea el mayor peligro para el paciente

inmunodeficiente y para el embrión y feto durante la

gestación.

En los pacientes inmunodeficientes, como aquellos

con el s llldr(}rn(= (te ¡umiíiode fi ciencia adquirida (111V>

recept o e: da t u y 1 .nit u; Y inmunodeprimidos , la

iiifncc i <lii ~íqtíd~ iníedu’ ¡Lee debida a una primoinfección por

el pule it o, peto lo más 1 tecitente es que sea debida a



uii¿-~ it’~i<Ñ i ói I:n it ‘nl (=5 se produce una

infece en ‘put , y rvc’ , qw’ pone en peligro la vida del

enfermo con runflo:; cte ence! al II ls miocarditis y/o

neurnoníLis . ~1 1 art uit e ~ilt eet acto iii útero (con signos

de infección al sarimiu=íIto o sin ellos) , puede

desarrollar secuelas qraves tales como compromiso visual,

trastornos neurológicos e hipoacusia neurosensorial.

TOXOpÁ asma gendul puede aparecer en tres formas: el

ooquiste que es el resultado de la reproducción sexual

que se produce en el intestino del gato que contiene dos

esporas con cuatro esporozoitos, el taquizoito que es la

forma asexual que produce el inicio del ciclo tisular por

endodiogenia y el quiste tisular, que contiene

bradizoitos y que es capaz de persistir en el tejido

durante la fase crónica de la infección. Aunque solo hay

una especie de Toxoplasma existen entre las cepas

diferencias en la virulencia, debido a polimorfismos en

el ADN (1)

El ooquiste es ovoide y mide 10 por 12 um. La

maduración del ooquiste (esporulación) necesaria para ser

infectivo, ocurre después de la exerección al medio

ambiente. La esporulación es más rápida a altas

temperaturas (ocurre a los 2-3 días a 24 0C y a los 14-21

días a 110C , pero no ocurre por debajo de 40C o por

encima de 370C) > (2) . El ooquiste puede permanecer viable

hasta 18 meses en suelo húmedo, por lo que el medio

ambiente constituye un reservorio eficaz en la

transmisión del parásito. Los ooquistes se excretan

durante 1-3 semanas a los 20-24 días de haber tenido

lugar la infección del gato y se excretan hasta 10

millones por día (3)

El taquizoitio es la forma invasiva que aparece

durante la mw ¿tiiid¿i Uit la infección, mide 3 por 7 um

y es inI. ¿(¿Pi :11<11 olil iq¿J(1() . La desecación, el

congeiauí:te¡Ú /di ~:;:>ri¡’~ 1 .nni stO o y 1> exposición a los

jvigc~s (1 i=js;I von Ir ido:: >I<>:í .sys o los taquizoitos.

1•/



Pueden iii u! ir tASI 1 otiw; las células de mamíferos y

mul U ipí ro-e en el ¿ji oplaema dentro de una vacuola

paraslUQt.oIA (ILtí -1 e boias. Rompe la célula hospedadora

e invade cú.Iu 1 u; ron! i quas. Iba respuesta humoral hace que

los taquizol t os ext ticciulares sean lisados mediante la

acción conjnnt a (le ant icuerpos y complemento (4) -

El quiste Uísular tiene un diámetro entre 10 y 200

um y contiene varios miles de bradizoitos y pueden

persistir en el tejido toda la vida del huésped. Los

quistes se encuentran en cualquier órgano, pero

fundamentalmente en miocardio, músculo esquelético y

cerebro (5) Son relativamente resistentes a los jugos

digestivos, de ahí la posibilidad de transmisión del

parásito en carne poco hecha. Son destruidos por

irradiación con rayos gamma (más de 25 rad) , temperaturas

mayores de 610G durante 4 minutos congelación a -200C

durante 34 horas seguido de descongelación (5,6,7,8).

La toxoplasmosis es una zoonosis extendida por todo

el mundo, infectando a animales carnívoros, herbívoros

y omnívoros de todos los ordenes de mamíferos. La

prevalencia de quistes tisulares en la carne empleada

para el consumo humano es alta. El 1% de los gatos del

mundo excretan ooquistes. Invertebrados que coman heces

pueden servir de díseminadores de ooquistes, aunque la

presencia de gatos es de principal importancia en el

mantenimiento de la infección (9) , existen lugares con

alta prevalencia sostenida por carnivorismo de este

parásito en ausencia de gatos y áreas con baja

prevalencia de toxoplasmosis en presencia de gatos (10>

En humanos, la prevalencia de seropositividad de

anticuerpos frente a Toxoplasma gondui se incrementa con

la edad, y no hay diferencia entre los sexos. En Países

como El Salvador, Tahití o Francia la prevalencia llega

al 90% en Ii (fin rt¿, década de la vida, en EEUU la

prevalene jo osei li psi re 1 3 y el 20% en adultos y en

España 1(1 p svi l ‘nc i otida el 50% en adultos. La



prevx 1 tmc i~i t i ende a ser menor en regiones frías, en

reql.one:; ASide; y ¿oca:; y en zonas de gran altitud debido

a la dificuít ¿idas que presentan estas zonas para la

supervivencia del noquiste.

Las dos rutas principales de transmisión del

Toxoplasma gúndíl son la oral y la congénita. El 25% de

los corderos y el 25% de los cerdos presentan quistes

tisulares en su carne, mientras que raramente se aísla

de carne de vaca (11) . Se ha demostrado la transmisión

a través de leche no pasteurizada (12> y se ha aislado

el parásito en huevos (13) . Por tanto la ingestión de

carne con quistes tisulares, o de verduras con ooquistes

son las dos formas más frecuentes de infección en

humanos. Aunque se han aislados taquizoitos en las

secreciones de las personas con infección aguda, no se

ha demostrado que se produzcan infecciones entre las

personas por esta via.

La transmisión de la madre al feto, ocurre

básicamente en mujeres que han adquirido la infección

durante el embarazo. Raramente se han observado casos de

infección fetal cuando la madre inmunocompetente había

adquirido la infección 6-8 semanas antes de la

concepción, de hecho, aunque hay algunas comunicaciones

al respecto, solamente se ha podido comprobar un caso

(14)

Los trabajadores del laboratorio pueden adquirir la

infección por inoculación accidental (15) , ya que el

Toxoplasma gondul puede sobrevivir en sangre citratada

durante 50 días a t>G y la transmisión puede producirse

por la inoculación de sangre entera o glóbulos blancos.

La transmisión de la infección a través del trasplante

de órganos se ha documentado en casos de trasplante de

corazón de un sujeto seropositivo a otro seronegativo

(16,17>.

Toxoplanma gondíí invade todos los tipos celulares,

salvo los eritrocitos al contrario que otros patógenos

19



.intrace.l.i¡ I<~ (fi, y I.i i ilvis ion celular ocurre mediante un

proceso acW 1 yo ( 18) . 1dm t iquizoitos son destruidos por

los intermed¡ nYlon 1OACU ivos del oxígeno, por

acidificación, por fluctuaciones osmóticas, por

intermediarios react ivos del nitrógeno, por la deplección

del triptóf ano intracelular y por anticuerpos específicos

combinados con el complemento (l819.20,21,22,23,24) sin

embargo se produce la supervivencia de los taquizoitos

por la formación de la vacuola parasitofora que los

protege de la ingestión. No ocurre la fusión con el

lisosoma y la acidificación (20,25).

Ante la infección por Toxoplasma gondul se producen

anticuerpos tipo Ig O, Ig M, Ig A e Tg E y los

taquizoitos extracelulares son lisados en presencia de

complemento (23,24). Las citoquinas juegan un papel

crítico en la defensa del hospedadorcontra la infección,

siendo el inferferon gamma el que juega el papel

principal. Los linfocitos obtenidos de pacientes con HIV,

no son capaces de producir gamma interferon ni

interleucina 2 en respuesta a la estimulación con

antígenos de Toxoplasma gondui (26,27>. Los niveles

séricos de interferon gamma son más bajos en pacientes

con encefalitis toxoplásmica que en sujetos

inmunocompetentes con linfoadenopatías por Toxoplasma

gondui (28) . El tratamiento de los monocitos y macrófagos

de pacientes con HIV con gamma interferon mejora su

actividad contra Toxoplasma gonduí (29,30).

En cuanto al ADN del parásito, el esporozoito

contiene aproximadamente 0,1 pg de ADN (100 fg) este es

el contenido de ADN de todas las fases del parásito

excepto en el zigoto, que es diploide. El genoma del

Toxoplasina gondui contiene aproximadamente 8.í07 pares de

bases, con un 50% del cociente guanina/citosina

(31, 32, 33) . Mediante el empleO de electroforesis en campo

pulsado para conntvrlílr ~1 cnriotipo, se ha demostrado que

Toxoplasma gcfuhi Y ¡>i:etient.ti 1.0 fragmentos compatibles con

2



croIfl(n:(bulln , t’!1 no 1 uuii~if~ 4e 2 a 6 141j (3’l) . Se ha

secuenc i uh Al Lioso:: ijt’!nt: (ll1~ se reflejan en la Tabla 1

Genes secuenciados Tamaño mRNA Localización

p22 1,6 Membrana

p3O 1,5 Membrana

p23 1,4 Gránulos

vacuolares

p28 1,1 Gránulos

vacuolares

ROPí 2,1 Roptria

p54 1,6 Membrana

alfa-tubulina 1,4 Microtúbulos

subpeliculares

beta-tubulína 1,4 Igual

El 1,6 Desconocido

p63, NTPasa 2,8 Mitocondria

3.2.- Características clínicas de la toxoplasmosis.

Aunque la mayoría de infecciones por Toxoplasma

gondui son asintomáticas, en determinadas situaciones

puede producir enfermedad clínica, así puede afectar al

sujeto inmunocompetente de forma leve o producir cuadros

más graves de toxoplasmosis ocular y de infecciones

congénitas.

Solamente el 10-20% de las infecciones en adulto no

inmunodeprimido son sintomáticas (35) . Generalmente, la

toxoplasmosis se presenta como una linfoadenopatía

cervical asintomática, pero puede hallarse comprometido

cualquier grupo ganglionar o todos. Los ganglios

habitualmente con de 1 amaño discreto y no sensibles al

tacto, rara vez 1 sitan mit; de 3 cm de diámetro, pueden

variar en tiim<=zn y no copuran (36> . En otros casos, los

ganglio;; pueden ¿rs :;sss~ i 1>1 en a la palpación o hallarse

23



}~>:i i1>Ir~ lA pI¼flh(’tI(ia de fiebre, malestar

e:: 1 su! >nn, mialgias, odinofagia,

(=I?upc.i CSo mnci 1 opapo 1 os.i Iiopat.oesplenomegalia, y en el

cuadro liorna t i co un pc ‘wbetho número de linfocitos at ipicos

(<10%) (:37> . i;í ¶>,l(lro rl inico puede ser semejante al de

la inononiicl 00:t i 5 1 u! ccci osa o infección por

citomegalovirns, pero la toxoplasmosis no produce más del

1% de los síndromes mononucleósidos. La linfoadenopatía

retroperitoneal, o mesentérica, puede producir dolor

abdominal(38) . Algunas veces sobreviene coriorretinitis

en los casos de toxoplasmosis adquirida aguda. Aunque la

coriorretititis habitualmente es unilateral en ellos,

casi siempre es bilateral en los casos de toxoplasmosis

congénita diagnosticada en el nacimiento (39) . En el

individuo inmunocompetente, la evolución es benigna y

autolimitada. Los síntomas, si se presentan,

habitualmente se resuelven en algunos meses y rara vez

persisten más de 12 meses.

La infección por Toxopillasma gonduí es una causa

importante de coriorretinitís en los países occidentales,

la mayoría de los casos son debidos a infección congénita

<40) . Los pacientes se hallan a menudo asintomáticos

hasta más tarde, apareciendo la incidencia pico de la

enfermedad sintomática en la segunda y tercera década de

la vida. Es raro que ocurra reactivación clinicamente

aparente después de los 40 anos. La lesión característica

es una retinitis necrotizante focal que aparece

inicialmente en el fondo del ojo como una mancha

algodonosa sobreelevada, blanco amarillenta con márgenes

poco claros, habitualmente sobre el polo posterior (41)

Las lesiones muchas veces se hallan en grupos pequeños

y las lesiones i ud iv i din le:; en el grupo pueden ser de

edades variada:; . (os li ci ¿tU rización , las lesiones se

vuel ven pal i ci.u:; ‘ it oil y desarrollan pigmentación

tU’J5A . LA ptiuiivP it 1!! l>!I~~~’ AC<mlpañar a la coriorretinits

~)(‘I() tI([II(’A 5(’ iii jflMtI(h~ ~ín’ o(!IIii2¿1ul usreitis anterior



aislada. La coisiorretinitis aguda puede producir síntomas

como visiOn borrosa, escotomas, dolor, fotofobia y

epifora. Ocurre afectación o perdida de la visión central

cuando está involucrada la mácula. A medida que la

inflamación se resuelve, la visión mejora, con frecuencia

sin recuperación completa de la agudeza visual. Las

características que sugieren toxoplasmosis en el examen

oftalmológico incluyen afectación bilateral de la mácula,

degeneración coriorretiniana con una retina de aspecto

normal que rodea a lesiones típicas en sacabocados,

desarrollo rápido de atrofia del nervio óptico y claridad

del humor vítreo y acuoso.

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una

infección aguda, habitualmente asintomática, que adquiere

la madre durante la gestación. El riesgo para la

infección del feto no se correlaciona con el hecho de que

la infección en la madre sea asintomática o no durante

la gestación.Para evaluar el riesgo de transmisión del

microorganismo al feto, es necesario determinar cuando

la mujer embarazada adquirió la infección con respecto

a la fecha de concepción. La infección adquirida en el

primer trimestre por mujeres que fueron tratadas con

terapia antitoxoplásmica produjo infección congénita en

el 25% de los casos; el pronostico de estos embarazos

puede ser el aborto espontáneo, el nacimiento de un

mortinato o la enfermedad severa en el recién nacido. Las

incidencias de infección fetal fueron de 54 y 65% para

las infecciones del segundo y del tercer trimestre,

respectivamente; alrededor del 72 y del 89% de los

lactantes infectados no presentaron signos de infeccion.

La encefalitis toxoplásmica en pacientes 111v casi

invariablemente resulta de la reactivación de infecciones

latentes (42) ; la ruptura intermitente de los quistes en

el cerebro junto a la respuesta inmune no adecuada

origina la reactivación local. También puede producirse

la reactivación fuera del SNC, ya que en el 14-38% de los
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casos adeinas de lesiones en el SNC se observan

parasitenuas <43,44,45)

La incidencia de encefalitis toxoplásmica se

correlaciona directamente con la prevalencia de

anticuerpos anti-toxoplasma en la población y el estado

de la infección por 111V de los individuos de la

población. La prevalencia entre los pacientes 111V en EEUU

oscila entre el 15 y el 40% (46> y llega al 96% en

ciertas áreas de Africa y de Europa (47>

Aproximadamente, el 45% de los enfermos 111V con

anticuerpos frente a Toxoplasma gondul desarrollan

encefalitis toxoplásmica (48) por lo que en áreas de alta

prevalencia de anticuerpos frente a Toxoplasma gonduí

pueden desarrollar encefalitis toxoplásmica entre el 25

y el 50% de los pacientes 111V (46)

La mayor incidencia de encefalitis toxoplásmica se

produce en pacientes con menos de 100 linfocitos T

CD4/mm3 (43,49> , también puede adquirirse la infección

por Toxoplasma gondil despuésde estar infectado por 111V

(primoinfección por Toxoplasma gonciii) , en este caso, la

seroconversión ocurre entre el 2 y el 5,5% de los casos

(50,51); estos sujetos están expuestos a sufrir

encefalitis toxoplásmica, por lo que es necesario educar

a los pacientes seronegativos para que prevengan esta

infección.

La encefalitis toxoplásmica en pacientes con 111V

típicamente produce abscesos cerebrales con tres zonas

características; una zona central avascular, alrededor

aparece una zona con un infiltrado inflamatorio con

linfocitos, células plasmáticas y macrófagos; aparecen

muchos taquizoitos en los márgenes de las áreas

necróticas1 una zona externa contiene quistes de

Toxoplasma gondui: Se puede observar edema, vasculitis,

hemorragia e infarto cerebral(45, 52,53). Comúnmentese

observa astrocitosis. La encefalitis toxoplásmica difusa

se caracteriza por nódulos de microglía sin abscesosen
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la sii:;I,inc¡a gris del cerebro y del cerebelo, (54.55> y

la pro(J1esion de esta forma es rápidamente fatal. En

autopsias se observa lesiones necróticas en la médula

ósea en el 6% de los pacientes (54) . Para el diagnóstico

de infección aguda por Toxoplasma gondii, se necesita la

demostración de taquizoitos. La encefalitis toxoplásmica

tiene predilección por los ganglios basales (56)

La encefalitis por Toxoplasma gondil es la primera

causa de afectación del SNC en pacientes con HIV (42>

apareciendo una gran variedad de hallazgos clínicos como

alteración del estado mental, mareos, alteración de los

nervios craneales, anormalidades sensoriales, signos

cerebelosos, meningismo, desórdenes en el movimiento y

manifestaciones neuropsiquiatricas. Característicamente

aparece como un proceso subagudocon signos neurológicos

focales, aunque en un 15-25 de los casos aparecen

abruptamente con hemorragia cerebral (57,58,59)

Lo más común es la aparición de hemiparesia o

anormalidades en el habla, menos frecuentemente aparece

desorientación, alteración del estado mental, letargo y

coma. ivlenos comúnmentepuedeaparecerParkinson, distonia

focal, panhipopituitarismo, diabetes insípida y síndrome

de secrección inapropiada de hormona antidiuretica

60,61,62,63,64,65,66,67). La encefalitis toxoplásmica

difusa se caracteriza por disfunción cerebral

generalizada sin síntomas focales y las imágenes de TAC

muestran atrofia cerebral (68)

Las imágenes de TAC de lesiones típicas de

encefalitis toxoplásmica se caracterizan por ser lesiones

bilaterales múltiples en un 70-80% de los casos, aunque

puede aparecer una lesión sola. Las lesiones tienden a

ocurrir en la unión corticomedular, frecuentemente

involucrando a los ganglios basales. Son hipodensas y

tienen un anillo alrededor que capta el contraste. Sin

embargo, estas lesiones no son patognomónicas, ya que se

no establece diagnóstico diferencial con el linfoma del
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SNC, que puede presentar lesiones múltiples en un 40% de

los casos. La probabilidad de linfoma aumenta y la de

encefalitis toxoplásmica disminuye cuando aparece una

lesión única (69,70).

En el 90% de los pacientes con 111V y encefalitis

toxoplásmica aparece mejora en las imágenes de TAC

después de 2-3 semanas de tratamiento, mientras que la

resolución completa del cuadro tarda entre 6 semanasy

6 meses. Las lesiones periféricas se resuelven mejor que

las que están situadas profundamente. (71,72>. Las

lesiones pequeñassuelen resolverse completamenteen 3-5

semanas, mientras que las lesiones grandes tardan más en

resolverse y dejan una pequeña lesión residual. L a s

anormalidades en el LCR de pacientes con encefalitis

toxoplásmica no son características, apareceuna moderada

pleocitosis mononuclear, una moderada elevación de las

proteínas en el LCR y raramente se observa

hipoglucorragia (57,73).

Los métodos de diagnóstico de la infección por

Toxoplasma gondíí se basan en los casos de pacientes

inmunocompetentes en estudios serológicos de detección

de anticuerpos, sin embargoen pacientes inmunodeprimidos

estos métodos de diagnóstico tienen muchos problemas, ya

que la incapacidad de producción de anticuerpos

específicos frente a Toxoplasma gondui hace que en muchas

ocasiones, no aparezca respuesta de anticuerpos ante

reactivaciones o primoinfecciones en este tipo de

pacientes.

La mayoría de los casos de encefalitis toxoplásmica

sucede por reactivación de infecciones latentes,

solamente el 1-3% de los casos de pacientes con n:v y

encefalitis toxoplásmica no presentan en su suero

anticuerpos tipo Ig O frente a Toxoplasnia gondul, pero

la presencia de anticuerpos tipo 19 0 en el suero no nos

permite detectar la presencia de reactívación, ya que la

actividad toxoplásmica no se correlaciona con la cantidad
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tie ¿mt i CtLe!po:; ¡y O }~s’:u’iitns en el suero. Un incremento

de aiit i cuo po:: 1 y O oil o 1 suero en casos de react ivación

ocurre pocas veces. la presencia de Tg G frente a

Toxoplanma qondí .1 en t-=i suero de un paciente con MIV

aumentael riesgo que a lo largo de su enfermedadpadezca

un cuadro de encefalitis toxoplásmica, mientras que si

no presentananticuerpos frente a Toxoplasma gondil, este

riesgo disminuye mucho (74) . La presencia e Ig M como

respuesta a la reactivación es rara en este tipo de

pacientes.

En un estudio clínico doble ciego al azar apareció

encefalitis toxoplásmica en 75 de 499 pacientes,

surgiendo en un 25% de los pacientes con menos de 100 CD4

y con serología positiva a Toxoplasma. El empleo de

profilaxis disminuyó el riesgo de encefalitis

toxoplásmica de modo significativo (pc0,001) (75).

Se han realizados muchos estudios clínicos que

pretenden fijar las características clínicas más comunes

a los cuadros de encefalitis toxoplásmica con el objeto

de establecer signos o síntomas patognomónicos de este

cuadro, que ayuden a su diagnóstico, al no existir un

método diagnóstico aceptable por métodos de laboratorio

tradicionales, así:

Zangerle y cols. estudian la encefalitis

toxoplásmica y encuentra que el único marcador serológico

predictivo es la presencia de Ig G antitoxoplasma, que

aumenta el riesgo de padecer encefalitis toxoplásmica

(76)

Nogues y cols. tras estudiar la encefalitis

toxoplásmica concluyen que los métodos serológicos

tradicionales no tienen ninguna utilidad en el

diagnóstico de esta patología (77) -

Porter y cols. al estudiar 115 pacientes que

presentan una media de Cfl4 de 50/mm3 señalan que la

toxoplasmosis es la primera causa infecciosa de

afectación del SNC en pacwiíte.s con MIV (78)



Iniielsl y’ ((1(1, u’ñ.ili¡z¡ a la encefalitis

Ic~xo;)I;i¡:inis’.i <‘~IU>> l.i ‘‘i ir lóuí ci=l SNC más frecuente,

(BIt= produce le:: oiles 1 OCAl Se observa en pacientes con

infección crOn~ca por el pAlÓS it o, por tanto la presencia

de anticuerpos os un factor de riesgo en el padecimiento

de la enfermedad, aunque no se puede diferenciar mediante

pruebas serológicas normales entre toxoplasmosis aguda

y crónica en este tipo de

pacientes (79>

3.3.- Modelos experimentales en toxoplasmosis.

Debido a la importancia del problema diagnóstico de

la encefalitis toxoplásmica y a que las tecnicas de

diagnóstico tradicionales carecen de valor para el

diagnóstico de esta patología, muchos investigadores han

pretendido resolver el problema. El primer objetivo es

el establecimiento de modelos animales que puedan recrear

las distintas situaciones clínicas en que puede aparecer

la toxoplasmosis en los seres humanos (primoinfección,

toxoplasmosis crónica asintomática y reactivación de una

toxoplasmosis crónica) , siendo el modelo de toxoplasmosis

crónica reactivada el que se corresponde con la

encefalitis toxoplásmica que padecen los pacientes

inmunocomprometidos y sobre todo los pacientes con 111V,

asi:

Gazzinelli y cois. producen una reactivación de la

toxoplasmosis en ratones cronícamente infectados mediante

el empleo de anticuerpos monoclonales anti 094, anti CUS,

anti interferon gamma, demostrando que se produce

reactívacion mediante eL empleo de anticuerpos anti

inter E eron gamma o empi. (.:aII(i() mt i 0)4 en combinación con

antí 4’DB (80>

Suizuk. i, y <:010. <=uul ib 1 mii modelo de encefalitis

Uoxop 1 ¿4 mmíc a nu.=d 1. aul 1 ‘mp .1. co de anticuerpos
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norioc 1 ollA le:; cosi ca i U erferon-gamma endógeno en ratones

¿ i:ouí i.. catííeut. a iii lee! <idos con Toxoplasnla gondul . Administra

a estos ratones anticuerpos monoclonales contra esta

citoquina produciendo en los ratones infectados una

encefalitis grave. Aparecen áreas de inflamación focal

aguda con un infiltrado de células inflamatorias en las

meninges y en el parénquima cerebral, demostrándose por

la tinción de inmunoperoxidasa la presencia de

taquizoitos de Toxoplasma gondul. Alrededor de los

quistes se detecta inflamación aguda, con presencia de

taquizoitos del parásito que aparecen al romperse el

quiste (81)

Pomeroy y cois. estudian la reactivación de la

toxoplasmosis crónica que se produce por una infección

concomitante por citomegalovirus. A ratones previamente

inoculados con una cepa no virulenta de Toxoplasma gonduií

y que tenían establecida una toxoplasmosis crónica se les

inoculó una cepa de citomegalovirus murino y se produjo

una reactivación de la toxoplasmosis, manifestándose como

una neumonía, y aunque se produjo la activación de los

macrófagos pulmonares, no se pudo controlar el cuadro

(82)

Hoffin y colis. establecen un modelo de encefalitis

toxoplásmica mediante la inoculación intracerebral de

taquizoitos de la cepa C56 del parásito. Los ratones

inmunocompetentes sobrevivieron pero los inmunodeprimidos

murieron. En los ratones inmunocompetentes se produjo

necrosis en el sitio de inoculación, con áreas alrededor

de intensa inflamación, con células mononucleares y

formación de quistes, no se detectó la presencia de

taquizoitos pasadas las dos semanas. En los ratones

inmunodeprimidos aparecen extensas áreas de destrucción

tisular y los taquizoitos se detectan siempre. Los

ratones tratados con cortisona muestran muchos

taquizoitos y escasa inflamación, los ratones tratados

con ciclofosfamida muestran en sus cerebros quistes y un
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(3 sacio va ii;b 1 e de mli íamac ión ; los tratados con

cje los po u a mue st- vau menos inflamación y menos

taquizoitos y menor destrucción tisular que los tratados

con cortisona (83)

Volimer y cois. también establecen un modelo de

encefalitis toxoplásmica en ratones inoculados

experimentalmente con la cepa C56 de Toxoplasma gondul,

por deplección selectiva de los linfocitos T-4 <células

con 094) que ocasiona una reactivación de la enfermedad.

Si se realiza la deplección de estos leucocitos en

ratones con infección aguda por el parásito, aparece una

grave infección sistémica, pero la afectación cerebral

es escasa; si los ratones están crónicamente infectados,

la muerte de los ratones aparece por una afectación grave

del sistema nervioso central, mientras que la afectación

sistémica es leve (84)

Hulinska y cols. establecen un modelos de

encefalitis toxoplásmica mediante la administración de

cortisona. Aparece ruptura de los quistes tisulares con

aparición de parasitemia producida por taquizoitos,

desarrollándose una encefalitis toxoplásmica fatal en

todos los ratones <85>

MeCabe y colis estudian la actividad antitoxoplásmica

de la ciclosporina frente a Toxoplasmna gondui “in vivo

e “in vitro. En los estudios realizados in vitro se

observa que cuando se añade ciclosporina a un cultivo

celular de macrófagos, se inhibe la replicación de

Toxoplasma gonduí, pero cuando se administra en un modelo

de toxoplasmosis murina no se demuestra que presente

efectos importantes frente a Toxoplasnia gondui (86)

Araujo estudia la actividad de los anticuerpos

monoclonales contra los linfocitos L3T4~ (CD4~) en un

modelo murino con infección por Toxoplasma gondul. Si la

administración de los anticuerpos se realiza antes de

producírse la iníteeclon, al inocular quistes de una cepa

poco virulenta de ~‘oxop1asma gondul por vía oral,
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(1i,sluiI.IitIy(, 1 Á:;lue¡ .1 luhI!it)iA 1 y celular ante la

infección , yuec i aislo en el cetebio de los ratones un

numero siqo 1 1 i (It i vímen! e mayo cIa quistes que en los

controles - Gua ido z:t’ Mm ini st ra los anticuerpos

monoclonales en ratones cronícamente infectados, se

produce la mnerte de los ratones, a diferencia de los

ratones empleados como control (87)

Carrof y cols. estudian la evolución natural de la

infección por Toxoplasnia gondií en sujetos

inmunocompetentes mediante técnicas de cultivo celular,

tras la inoculación de una cepa no virulenta de

Toxoplasma gandí 1 por vía oral, detectaron la presencia

del parásito en leucocitos de sangre periférica los días

14 y 21 de seguimiento (88)

Derouin y colis. estudian la cinética en el ratón de

las infecciones agudas y crónicas. La infección aguda se

establece por inoculación intraperitoneal de taquizoitos

de las cepas virulentas Rh y C56, la infección crónica

por inoculación oral de la cepa avirulenta C. En los

casos de infección aguda, primero se detectan los

parásitos en el pulmón al 20 día postinoculación,

mientras que en cerebro y en sangre aparecen entre los

días 4 a 6 postinoculación. Los taquizoitos permanecen

en el pulmón y en el cerebro hasta la muerte de los

ratones. En cuanto a los ratones infectados con cepa

avirulenta, se detecta la presencia de taquizoitos el día

7 y se mantienen a niveles altos hasta el día 10, en que

empiezan a desaparecer. En el día 50 ya no aparecen,

detectándose solamente la presencia de bradizoitos (89)

3.4.- Métodos diagnósticos basados en la detección de

antígenos de Toxoplasma gandhi.

Los nuevos metodos diagnósticos a desarrollar para

resolver este problema tienen dos grandes ejes, el

primero se basa eii el desarrollo de nuevas pruebas

serológicas más re¡joiutlvan y el negundo es la detección

:3:’.



(1c’l ~ i lO psi la 2,Act ion cii cadena de la polimerasa.

las niieVut 1 ocol su: :nnol ócji cas a desarrollar se basan

CII .105 HIll anas ch’ cii ,einOst ¿o serológicos existentes en

la actual idací , a:: el enzimolnmunoensayoes la técnica

serológica que debido a su versatilidad para la detección

de antígenos y ant icuerpos, su sensibilidad, su

reproductibilidad, si: facilidad técnica y su posibilidad

de automatización aparece como la herramienta más útil

en la resolución de este problema.

Los métodos de enzimoinmunoensayose basan en la

detección de productos coloreados generados por la

actuación de enzimas. Las primeras descripciones de la

técnica aparecen en los primeros 70. (90,91) Los enzimas

más utilizados en el sistema son la fosfatasa alcalina

y la peroxidasa de rábano picante ya que puedenutilizar

muchos sustratos líquidos.

Las placas utilizadas para la realización del método

son normalmente de poliestireno, donde se fija el

antígeno o el anticuerpo según el tipo de ELISA que se

realice; la fijación depende de muchos factores, el

primero es la concentración proteica de la solución donde

se encuentra el producto a fijar, debido a la baja

capacidad fijadora de las placas, una solución con una

solución proteica de 10 ug/ml es suficiente para que se

produzca la fijación, aunque ya con 4 ug/ml se produce

la saturación de la placa (92)

Para evitar la producción de resultados

inespecíficos, son necesarios procedimientos de bloqueo

y de lavado con detergentes. Cuando la concentración de

proteinas no satura todos los sitios de unión de la

microplaca, debe utilizarse unas moléculas proteicas

inmunológicamente irrelevantes para la saturación de los

sitios de unio:í yacios, para esto se emplean tamponescon

albúmina ser ca bov ini o gelatina. Para prevenir

interace iones iio flímí no 1. óq icas todos los reactivos se

añacietí al: 1. ¿t¡iipo:iet cn:t...í.enendetergentes, normalmente
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U It si’ ¡½‘ n 20 . al i s]w’ V que todos los pasosde lavado.

habi ch> a cpu 1 o:: pacientes que padecenencefalitis

oxop 1 :ism 1 ca son su jet os inmunodeprimidos, la detección

de mte tOo.Uj~iii 1 SiflO di rectamente (detección de antilgenos)

aparece como tina alternativa útil, así se han estudiado

el valor d±aqzióstíco de la detección de antígenos

circulantes de Toxoplasn=a qondul en muchos modelos

experimentales de toxoplasmosis y mediante el empleo de

técnicas distintas, así:

Acebes y cols. estudian la detección de antígenos

circulantes en ratón en tres modelos de toxoplasmosis,

el primero tras inoculación de la cepa RH (toxoplasmosis

aguda) en el que detecta la presencia de antígenos

mediante un ELISA a partir del segundo día

postinoculación, el segundomodelo es por inoculación de

la cepa T626 que produce una toxoplasmosis crónica, en

este caso detecta la presencia de antígenos a los 13 días

después de la inoculación, el tercer modelo es por

inoculación de la cepaBeverley (toxoplasmosis subaguda)

y en estos detecta la presencia de antígenos circulantes

desde el segundodía (93>

Cuo y cois. estudian la producción de antígenos

circulantes en conejos, detectando su presencia en el

64,7% de los conejos al primer día postinoculación con

taquizoitos, se detecte también en el día 13

postinoculación, pero ya no se detecte en los días 60

y 90 postinoculación (94>

Muller y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en ratones y conejos tras inoculación de la

cepa EH y la cepa HanR de Toxoplasnia gonduí mediante un

método de ELISA que emplea anticuerpos monoclonales,

solamente detecte la presencia de éstos en los animales

inoculados con la cepa cistógena (95). Hassl y cols.

estudian la detección de antígenos circulantes mediante

ELISA en cuatro modelos de toxoplasmosis experimental

muriiia, producidon por inoculación intraperitoneal de
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taqulz(n1os de 4 cepas distintas de ToxopJ.asrna gondul;

se detecto la presencia de antígenos circulantes a

niveles de nq/ml en los cuatro modelos desde el primer

día postinoculación. El tiempo de aparición y la

estructura es similar en los cuatro modelos ensayados

(96)

Asai y cois. detectan mediante la utilización de un

anticuerpos monoclonal en un sistema de ELISA un enzima

que se encuentra en el taquizoito de Toxoplasrna gandí 1

llamado nucleotido fosfato hidrolasa en suero de ratones

infectados con la cepa RH y la cepa Eeberíey del

parásito. El límite de sensibilidad de la técnica es de

0.3 ng/ml. Los ratones inoculados con la cepa RH

presentanel enzima en el suero el día 1 postinoculación,

alcanzando concentraciones de 30 ng/ml al día 5

postinfectación. En ratones inoculados

intraperitonealmente con quistes de la cepa Beberley, se

detecta la presencia del enzima en el día 3 y el pico se

observa en el día 10 con 89 ng/ml.

Hassl y cois. estudian la aparición de antígenos

circulantes en conejos tras inoculación de quistes de

Toxoplasma gondul por vía oral, aparecenantígenos a las

E y a las 3 semanas postinoculación (96)

Suzuki y colis. estudian la presencia de antígenos

circulantes de Toxoplasma gandí 1 en ratones atímicos

inoculados con una cepa no virulenta del parásito,

utilizan un sistema de aglutinación con látex y detectan

la presencia en las semanas 1 y 3 postinoculación, no

detectando la presencia de anticuerpos en suero (97)

Ise y cols. detectan la presencia de antígenos

circulantes mediante un sistema de ELISA que utiliza la

interacción entre biotina y avidina en un modelo

experimental de toxoplasmosis en conejos producida por

inoculación subcutánea de taquizoitos de la cepa RU. El

límite de detección del sistema es de 250 ng/ml. Se

detecta la presencia de antígenos el día 3
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postínoculación, antes de la aparición de anticuerpos en

suero y de la parasitemia. El análisis de los antígenos

por cromatografía de líquidos de alta resolución,

muestra 4 tipos distintos de antígenos de entre 400.000

y 45.000 D (98).

Nakao y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en ratones y ratas inoculados con la cepa RH

mediante la técnica de la contrainmunoelectroforesis. En

los ratones inoculados intraperitonealmente, los

antígenos circulantes aparecen en el segundo día

postinoculación y se mantienen hasta la muerte de los

ratones y no se detecta la presencia de anticuerpos en

estos ratones. En otro grupo de ratones que ademásfueron

sometidos a tratamiento inmunosupresortambién sedetecta

la presencia de antígenos circulantes. En los ratones

inoculados por vía subcutánea, la presencia de antígenos

circulantes se detecta a los 5 días postinoculación hasta

su muerte; los anticuerpos se elevan al mismo tiempo. Las

ratas, que resisten la inoculación intraperitoneal de

taquizoitos de Toxoplasma gondíí, no muestran

uniformemente la presencia en suero de antígenos

circulantes, pero si aparece la presencia de anticuerpos

(99>

Turunen y colis. estudian la presencia de antígenos

circulantes mediante un sistema de ELISA en casos de

toxoplasmosis experimental murina. El límite de detección

de la técnica es de 10 ng/ml. Detecta la presencia de

antígenos al primer día postinoculación en tejido y

aparecen en suero y en orina al segundo día

postinoculación (100)

Debido a los buenos resultados que se obtienen con

las técnicas de detección de antígenos circulantes para

el diagnóstico de la toxoplasmosis experimental murina,

algunos autores aplican estas técnicas a muestras

clínicas de pacientes infección por Toxoplasma gondul.

Dannemanny cok;, realizan un estudio prospectivo
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en al qw.= ant udiai la presencia de antigenenmia en 11

sueros de paci cutíes con HIV, no encuentra presencia de

antígenos en ninguno de ellos, incluso aunque dos

presentaban encefalitis toxoplásmica (101>.

Hassl y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en 232 sueros y 40 muestras de LCR

correspondientes a 125 pacientes con infección 111V en los

estados III y IV. Se detecté la presencia de antígenos

circulantes mediante un método de ELISA en 32 sueros de

20 pacientes (16% de las personas investigadas> , las

antigenemias se correlacionaban con los resultados

serológicos y los síntomas clínicos (102>

Candolfi y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en casos de reactivaciones de toxoplasmosis

crónicas, estudian 115 sueros de 19 pacientes con

inmunosupresión por ser receptores de trasplantes y que

clínica y serológicamente sufrían una reactivación de la

toxoplasmosis, utilizan un método de ELTSA con

anticuerpos Tg O marcados con fosfatasa alcalina. En 8

pacientes se detectó la presencia de antígenos antes del

incremento de los niveles de Tg O o a la vez y en un

paciente se detectó hasta su muerte. En los demás casos,

la presencia de antígenos desapareció cuando aparecieron

niveles elevados de Ig G por la formación de

inmunocomplejos, por lo que observó que la cinética de

los antígenos es muy corta (103>

Brooks y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes de Toxoplasnia gonduí mediante un sistema de

dot blot. El límite de detección se situó en 10-40 pg de

antígeno si los antígenos circulantes estaban diluidos

en tampon fosfato y de 40-130 pg si estaban diluidos en

suero de ratón, humano o líquido cefalorraquideo. Se

detecta la presencia de antígenos en la toxoplasmosis

experimental murina al segundo día postinoculación, y

se detectó la presencia de antígenos en cuatro de seis

LCR de neonatos con toxoplasmosis congénita y en 2 de los
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seis sueros de estos mismos sujetos (104>

3.5.- Métodos diagnósticos basados en el estudio de

los anticuerpos frente a Toxoplasnia gonálil.

Además del estudio de los antígenos circulantes,

muchos investigadores han estudiado la verdadera utilidad

de las distintas clases de anticuerpos que pueden

aparecer en una infección por Toxoplasma gondíl. A pesar

que la detección de Ig G e Ig M son las herramientas

clásicas utilizadas en el diagnóstico serológico, deben

ser interpretados los resultados en función del tipo de

pacientes que padecen la toxoplasmosis, ya que los

resultados del estudio de anticuerpos están muy influidos

por el grado de inmunosupresión del paciente.

Incluso en sujetos inmunocompetentes, la

interpretación de la detección de Ig M es discutida, ya

que esta inmunoglobulina se caracteriza porque aparece

en niveles detectables en suero durante largos períodos

de tiempo en el suero del sujeto, incluso meses o años

después de padecer la infección aguda

(l05,106,107,108,109>, por lo que para la demostración

de primoinfección no es una buena herramienta

diagnóstica.

La interpretación de la respuesta de anticuerpos ha

sido estudiada por muchos autores:

Jaqueti Aroca y cols. comunican esta persistencia

de Ig 14 en pacientes inmunocompetentes una vez finalizada

la fase aguda de la infección por Toxoplasma gondil

(110)

Aunque se ha descrito que los pacientes

inmunodeprimidos, sobre todo los pacientes con síndrome

de inmunodeficiencia adquirida no producen Ig M ante la

infección por ToxopiLasnia gondul, esto tiene sus

excepciones y así Holliman y cols. informan de la

detección de Ig PA en un paciente con encefalitis

toxoplásmica (111)
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Derouiii y cols. estudian las respuesta de

anticuerpos en pacientes 111V, en el grupo de 62 pacientes

con toxoplasniosis activa confirmada por biopsia o

respuesta al tratamiento, encuentran anticuerpos Tg G en

61 pacientes, encontrando la presencia de Ig M solamente

en tres pacientes. Se observó la presencia de incremento

en los niveles de Ig G en el 30% de los pacientes en los

que se pudo realizar un seguimiento serológico (112)

Holliman y cois. realizan un estudio serológico

entre los pacientes 111V de Gran Bretaña, llegando a la

conclusión de que el 27% de ellos, al tener anticuerpos

antitoxoplasma tenían peligro de desarrollar una

reactivación y que se producía primoinfección en un 0,5-

1% de los pacientes (113>

Grant y colis. estudian la correlación entre la

presencia de anticuerpos antitoxoplasma y el desarrollo

de reactivaciones, encuentran anticuerpos en el 32% de

los sujetos, apareciendo encefalitis toxoplásmica en el

26% de ellos en menos de dos años de evolución del HIV

(114)

Turunen y cols. estudian la producción de

anticuerpos frente a Toxoplasma gandíl en sujetos

inmunocompetentes mediante un sistema de ELISA, 27 de 103

donantes de sangre presentan anticuerpos tipo Ig G y uno

de ellos presenta además anticuerpos tipo 19 PA y 9 de

ellos presentan Ig A. En casos de toxoplasmosis aguda en

sujetos inmunocompetentes se observa en la fase de

infección aguda una elevación de los niveles de íg G que

declinan paulatinamente hasta que se estabilizan a los

2 años. Los anticuerpos Ig PA aparecen al principio de la

infección y aunque en algunos casos desaparecen a los 1-2

meses en la mayoría de los casos se detecta su presencia

al cabo de 6 meses. La Ig A aparece también pero a

niveles menores que la Ig 1’! (115>

Zufferey y cols. estudian 47 pacientes 111V con

reactivación toxoplásmica y observan un incremento de los
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niveles de Ig G en el 30% de los casos, detectan la

presencia de Tg PA en el 6% de los pacientes y la Ig A en

el 18% de los pacientes (116>

También se han realizado estudios en animales para

poder conocer la producción de anticuerpos en modelos de

toxoplasmosis experimental que reflejen las distintas

situaciones clínicas y de los que podamos conocer

perfectamente el momento de su evolución. Acebes y

cols. estudian la presencia de Ig O e Ig PA en un modelo

de toxoplasmosis crónica y detecta la presencia de Ig G

en la toxoplasmosis crónica a bajas concentraciones y la

presencia de ig PA de forma variable <117>

Grant y cols. estudian la presencia de Tg PA e Ig A

en dos modelos de toxoplasmosis, en ratones y en ratas

(la resistencia natural que presenta la rata a la

infección por Toxoplasnia gondul es comparable a la que

presenta el ser humano adulto) , encuentra que la ig PA y

la Ig A aparecen al tiempo, alcanzando la íg A un máximo

en suero a los 40 días (118)

En vista de los problema diagnósticos que se

plantean con la sola interpretación de los resultados

serológicos de la Ig O e Sg PA, se han buscado otros

marcadores distintos que puedan clarificar ciertas

situaciones, así la IgA se ha estudiado en los últimos

años para evaluar su verdadero significado diagnóstico:

Jaqueti y cols. estudian la presencia de Sg A en

suero en pacientes humanos inmunocompetentes y observan

que permanece detectable después de finalizar la fase

aguda de la enfermedad, por lo que no se correlaciona con

infección aguda por Toxoplasma gonduí (119)

Francis y cols. estudian la presencia de Ig A y

observan que se mantiene en suero durante 6-7 meses y

varía en cuanto a grado y duración en cada paciente,

siendo todos los pacientes inmunocompetentes (120)

Patel y colis. estudian la detección de Sg A en

pacientes MIV para establecer su utilidad diagnóstica de
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infección aguda en este tipo de pacientes y concluyen que

tiene un valor limitado (121)

Pinon y colis. estudian la presencia de Ig A en 800

muestras (suero, sangre del cordón u líquido

cefalorraquideo> correspondientes a sujetos con

toxoplasmosis adquirida y congénita. Estas muestras

corresponden a 300 pacientes con toxoplasmosis adquirida

y a 28 niños con toxoplasmosis congénita. La Ig A muestra

una cinética similar a la Ig PA, incluso se puede detectar

su presencia en el periodo neonatal en suero y en líquido

cefalorraquideo (122)

MeLeod y cols. estudian la presencia de Ig A en las

secreciones intestinales de ratones infectados por vía

oral con bradizoitos de la cepa Me49 de Toxoplasma gondul

mediante un sistema de inmunofluorescencia y un ELISA

detectándose su presencia en este caso y no cuando se

inoculaba a los ratones la toxina del cólera (123)

Pinon y cols. estudian el valor pronóstico y

diagnóstico de los distintos marcadores serológicos en

la toxoplasmosis en pacientes inmunodeprimidos. Estudian

1238 muestras (suero, líquido cefalorraquideo y humor

acuoso) de 318 pacientes. En sujetos inmunodeprimidos

pero no 111V con toxoplasmosis activa se detecté la

presencia de Ig A en todos los casos mientras que en

pacientes con 111V y toxoplasmosis aguda detectan la

presencia de Ig A en el 38%, la Ig lvi ayudó al diagnóstico

en 1 de 71 pacientes que sufrían toxoplasmosis aguda y

IdIV. En sujetos con HIN y sin toxoplasmosis activa se

detectó la presencia de Ig A en el 12% de los casos

(124)

El estudio de avidez de Ig O ha surgido como otra

herramienta a evaluar; esta técnica se basa en que los

anticuerpos creados al principio de la infección

presentan menos avidez por el antígeno, y por tanto es

más fácil romper la unión antígeno-anticuerpo que los

anticuerpos que existen en las infecciones antiguas, en
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las que el sistema inmune produce anticuerpos con mucha

avidez por el antígeno y que por tanto son más difíciles

de separar cuando se encuentran unidos.

Francis y cols. ensayan el sistema de detección de

la avidez de los anticuerpos tipo íg O en pacientes con

linfoadenopatías por Toxoplasma gondui, en los que si el

cuadro tenía menos de 3 meses de evolución , se detecta

anticuerpos de baja avidez, mientras que en sujetos con

HTV no encuentra diferencias entre pacientes con y sin

encefalitis toxoplásmica (125)

Lappalainen y colis. estudian sueros de mujeres

embarazadas inmunocompetentes con primoinfección por

Toxoplasma gandí] y concluyen que el estudio de la avidez

de los anticuerpos íg O es el mejor procedimiento de

detectar primoinfecciones, presentando mejores resultados

para el diagnóstico de este cuadro en sujetos

inmunocompetentes que la detección de hg M y de Ig A

(126>

Hedman y cols. estudian la avidez de anticuerpos

tipo Ig O en cinco pacientes con toxoplasmosis aguda y

en 21 pacientes con toxoplasmosis antigua, todos los

pacientes son inmunocompetentes, en los 5 con infección

aguda encuentran anticuerpos de baja avidez, mientras que

en el resto de los casos los anticuerpos hg O presentan

alta avidez (127>

3.6.- Métodos diagnósticos basados en la detección del

ADN del parásito mediante la reacción en cadena de la

polimerasa (POR).

Además del estudio de los distintos marcadores

serológicos (antígenos y anticuerpos> , se puede llegar

al diagnóstico de determinadas situaciones clínicas de

la toxoplasmosis mediante la demostración de la presencia

del parásito, de ahí que con la aparición de la reacción

en cadena de la polimerasa se haya abierto una nueva

posibilidad de diagnóstico de esta enfermedad.
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La reaccloii en cadena de la polimerasa surgido en

los últimos años como una herramienta muy útil para el

diagnóstico de muchas enfermedades infecciosas en las que

el aislamiento del patógeno es difícil. Kary Mullis

diseñó en 1983 un procedimiento para la amplificación in

vitro de ácidos nucleicos llamado la reacción en cadena

de la polimerasa (128> , este procedimiento se fue

desarrollando hasta que Saiki, en 1985 realizó la primera

aplicación práctica.

El método se basa en la realización una serie de

ciclos en cada uno de los cuales se produce la síntesis

de AUN mediante la acción de un enzima llamado Taq

polimerasa. Los oligonucleotidos, que son necesarios para

iniciar la síntesis de AUN deben ser complementarios a

sus sitios de unión al AUN que se quiere copiar y el

fragmento a copiar es variable, pero para fines

diagnósticos se amplifican entre 50 y 1500 bases.

Cada ciclo de la reacción en cadena de la polimerasa

contiene tres pasos, un paso de desnaturalización, en la

que el AUN diana se incuba a altas temperaturas (94W)

para que se separen las dos cadenas y se permita la unión

de los oligonucleotidos; el segundo paso consiste en la

unión del AUN diana y los oligonucleotidos sintetizados

y el tercer paso es una reacción de extensión, donde

actúa el enzima Taq polimerasa y se produce la formación

de la copia de AUN. Una reacción típica de PCR tiene

entre 30 y 50 ciclos y en cada ciclo el número de copias

de AUN aumenta en progresión geométrica.

El desarrollo de esta nueva técnica hace que hayan

aparecido muchos trabajos en los que se evalúan distintas

formas de extracción del AUN, distintas regiones del

genoma del parásito a amplificar, distintas formas de

detección del fragmento del AUN amplificado, etc. Asi:

Anitroise-momas y cols. diseñan sondas para la

detección de Toxoplasína gondul en muestras clínicas.

Diseñan cebadores de 22-25 nucleátidos, obteniendo una
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sensbilidad de la Uecnica de 2 fentogramos, obteniendo

además especil icidad adecuada (129).

Weiss y cois. evalúan la utilidad de la reacción en

cadena de la polimerasa en un modelo de toxoplasmosis

murina aguda, detectan la presencia de taquizoitos en los

tejidos a los dos días después de la inoculación y en

sangre a los cinco días postinoculación. Su técnica tiene

un límite de sensibilidad de 10 taquizoitos (1 taquizoito

tiene 100 fg>

Savva y cols. desarrollan la técnica de la reacción

en cadena de la polimerasa mediante la detección de un

fragmento del gen que codifica la proteína P30 del

parásito, para la detección del amplificado utilizan

sondas isotópicas y no isotópicas; detectan la presencia

de AUN del parásito de varias cepas distintas mezclados

con AUN de ratón y humano, obteniendo buenos resultados

en sensibilidad y especificidad (130)

Eurg y cols. utilizan la reacción en cadena de la

polimerasa para amplificar un fragmento del gen El de

Toxoplasma gondu] que se repite 35 veces en el AUN del

parásito, detectan la presencia de un solo microorganismo

cuando trabajan con un lisado de parásitos, mientras que

detectan la presencia de 10 taquizoitos cuando trabajan

con una mezcla de parásitos y leucocitos a razón de 1

parásito por cada í05 leucocitos. Esto representa la

máxima infiltración celular (105/ml) en 1 ml de líquido

cefalorraquideo obtenido de pacientes con encefalitis

toxoplásmica. El gen El se detecta en las seis cepas

estudiadas, dos de ellas aisladas de pacientes HIV. No

observan reacción cruzada con otros microorganismos,

entre los que se encuentran aquellos que comúnmente se

hallan en el sistema nervioso central de estos pacientes

(131)

Hitt y cols. comparan la utilidad diagnóstica de la

detección de Toxoplanma gandí], en un modelo de

toxoplasmosis experimental en conejos, de la reacción en
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cadena de 1~i pW imetan> , el cultivo celular y la

inoccí lic i e a ,¡ 05. ¡‘toses. in Fos leucocitos de sangre

peri 1 el.~ ca ext ca ¡Álcm de los conej os inoculados,

detectando la presencia del parásito en el 62% de las

muestras por inoculación a ratón, en el 37% de las

muestras por ~R y en el 25% por cultivo celular (132)

Guay y cols. amplifican mediante la reacción en

cadena de la polimerasa una secuencia situada en el AUN

ribosómico que está repetida 110 veces. Como control de

la reacción amplifican una secuencia del AUN ribosómico

que es universal y se conserva en todas las células

eucariotas. Consiguen detectar por esta técnica la

presencia de unos pocos parásitos entre un gran número

de células del hospedador (133)

Wastling y cols. comparan la inoculación en ratón

con la reacción en cadena de la polimerasa, mediante esta

técnica amplifican dos secuencias distintas

correspondientes a los genes que codifican la proteina

P30 del taquizoito y el gen El. La amplificación del gen

El es más sensible que la amplificación del gen que

codifica la proteina P30 y sus resultados se

correlacionan con la inoculación a ratón. El modelo

experimental de toxoplasmosis se diseña mediante la

inoculación de la cepa 348 de Toxoplasma gonduí en ovejas

(134)

Debido al gran auge que ha tenido en los últimos

años esta técnica y a los buenos resultados que parece

que presenta en los modelos animales ensayados, se ha

evaluado la utilidad de la reacción en cadena de la

polimerasa en muestras obtenidas en pacientes humanos con

encefalitis toxoplásmica:

Novati y cois. estudian mediante la reacción en

cadena de la polimerasa 19 muestras de líquido

cefalorraquideo correspondientes a 19 pacientes con

encefalitis toxoplásmica confirmada mediante biopsia

cerebral y 16 líquidos ce.fatoccaqu ideos de 16 pacientes
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con encefalitis toxoplásmica confirmada por respuesta al

tratamiento y imágenes sugerentes en el TAC, utilizando

la técnica de la nester PCR del gen Bí. Estos autores

obtienen resultados positivos en 8/19 (42,1%) y 10/16

(62,5%> respectivamente; entre los que habían recibido

terapia antitoxoplásmica durante más de una semana, la

sensibilidad bajó al 29% (135>

Cristina y cols. estudian la presencia de Toxoplasma

gondil mediante la reacción en cadena de la polimerasa

en muestras de líquido cefalorraquideos y encuentran

resultados positivos en 8 de 11 pacientes (136)

Ostergaard y cols. estudian la presencia de

Toxoplasma gondíí en 5 líquidos cefalorraquideos de

pacientes con encefalitis toxoplásmica y obtienen

resultados positivos en todos ellos, pero de los 33

muestras de líquido cefalorraquideo de pacientes sin

encefalitis toxoplásmica, obtienen un resultado falso

positivo (137>

Schoondermark-van-de-Ven y cols. estudian la

presencia de Toxoplasma gondí] mediante la técnica de la

reacción en cadena de la polimerasa amplificando una

secuencia del gen El de Toxoplasma gondul. Ensaya la

técnica en 20 líquidos cefalorraquideos de pacientes con

anticuerpos frente a Toxoplasma gondí] y encefalitis

toxoplásmica demostrada, en nueve LCR de pacientes con

anticuerpos frente a Toxoplasma gonduí pero sin

encefalitis toxoplásmica y en 4 LCR de pacientes sin

anticuerpos frente a Toxoplasma gondí]. Detecta la

presencia del AUN del parásito en 13 de los 20 pacientes

con encefalitis toxoplásmica y no detecta la presencia

en ninguno de los pacientes sin encefalitis (138> . Brezin

y cols. estudian la presencia de AUN del parásito en

tejidos parafinados correspondientes a dos casos de

toxoplasmosis ocular, en los dos casos se puede detectar

la presencia de AUN. El límite de detección de la técnica

se sitúa en 10 taquizoitos (139>
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(Arob y <‘nl :;. <‘st iidian la sensibilidad de la reacción

en cadena de la po] imerasa en muestras biológicas y

clínicas, amplifican un fragmento de 634 bp del gen Bí

de Toxoplasma goici]í y detectan la presencia de 10

parásitos en 100 ul de muestra con gran cantidad de otras

células. Recomiendan el empleo de proteinasa K en la

extracción del AUN y encuentran resultados positivos

mediante la reacción en cadena de la polimerasa en 10 de

52 muestras clínicas de pacientes con toxoplasmosis

activa (140) -

Van de Ven y cols. comparan la reacción en cadena

de la polimerasa frente a la microscopia, el cultivo

celular y la inoculación a ratón. Estudian la presencia

de Toxoplasnia gondí] en tejidos obtenidos postmorten de

pacientes receptores de trasplante de médula ósea y

toxoplasmosis cerebral y en niños infectados

congénitamente. Detecta la presencia de Toxoplasma gondu]

en líquido cefalorraquideo, biopsias cerebrales, corazón

y músculo esquelético. Los resultados muestran que la

reacción en cadena de la polimerasa detecta la presencia

de AUN del parásito en todas las muestras positivas por

inoculación a ratón excepto en una. La microscopia y el

cultivo celular presentan una menor sensibilidad (141>

Lebech y cois. estudian la presencia de AUN de

Toxopiasma gond]] en el líquido cefalorraquideo de dos

pacientes con encefalitis toxoplásmica demostrada por

métodos habituales y en 11 pacientes sin encefalitis

toxoplásmica. Realizan una doble amplificación y

encuentran resultados positivos en los dos pacientes con

encefalitis toxoplásmica comprobada, mientras que no

detecta la presencia del AUN del parásito en los otros

pacientes (142)

Johnson y cols. comparan la detección del AUN de

Toxoplasma gondu] mediante la reacción en cadena de la

polimerasa con el cultivo celular y la inoculación a

ratón. Realizan la comparación en muestras de tejido
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provenientes cje nuíj eres embarazadas, fetos, neonatos,

pacientes con ¡Uy y trasplantados con encefalitis

toxoplásmica. Amplifican una secuencia del gen que

codifica la proteina PJO del taquizoito. Encuentra más

sensible la reacción en cadena de la polimerasa, pero

señala en su trabajo que ha sufrido casos de

contaminación por el AUN amplificado (143>

3 .7 . - Quimioterapia.

En cuanto a los estudios de quimioterapia realizados

sobre Toxoplasma gondul, parten del tratamiento clásico.

El régimen terapéutico clásico es la combinación de

pirimetamina y sulfadiazina (o trisulfapirimidinas -

sulfamerazina, sulfametazina) , que son activos contra

taquizoitos y son sinérgicos entre sí, sin embargo la

forma quistica es resistente a estos agentes.

La pirimetamina es liposoluble, se absorbe

fácilmente del tracto gastrointestinal y tiene una vida

media de 4-5 días, se alcanzan concentraciones en el LCR

del 10-25% de la concentración plasmática. El régimen de

ataque para los adultos es de 200 mg/día divididos en dos

dosis durante 1 día, para los sujetos inmunocompetentes

la pirimetamina se utiliza durante 2-4 semanas a dosis

de 25-50 mg/día, para sujetos inmunodeprimidos se debe

administrar durante 4-6 semanas, en sujetos con 111V se

utiliza a mayores dosis (75-100 mg/día) . Es un

antagonista del ácido fólico, y el efecto colateral más

común es la supresión relacionada con la dosis de la

médula osea, este riesgo disminuye con la administración

de ácido folínico. También se produce malestar

gastrointestinal, cefaleas y un sabor desagradable en la

boca.

La sulfadiazina se administra conjuntamente con la

pirimetamina; la dosis de ataque es de 75 mg/kg hasta 4

g. después se administran 100 mg/kg/día hasta 8 mg/día

divididos en dos dosis. El paciente debe tener un buen
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volumen u ti ni o pi a pcevaíiir la cristaluria y la

oliguria, a ea! o t ~ímbi&’u (‘OnU ribuye la alcalinización de

la ovina con b i cAzboIIato sódico. La dosis de

mantenimiento pava los pacientes con 111V es 500 mg por

vía oral cada 6 horas.

La espíramícína es menos tóxica que la asociación

pirimetamina/sulfadiazina y se utiliza en el tratamiento

de las mujeres embarazadas, se administra por vía oral

a dosis de 3 y/día divididos en 2 a 4 dosis.

En los últimos años se han realizado muchos trabajos

in vitro y en modelos animales para establecer la

eficacia antitoxoplásmica de nuevos compuestos, entre los

grupos que se han evaluado está el de los inhibidores de

la dihidrofolato reductasa, al que pertenece al

pirimetamina, asi:

Nguyen y cols. evalúan la utilidad de la asociación

entre trimetoprim y sulfametoxazol en un modelo de

toxoplasmosis murina con una cepa poco virulenta de

Toxoplasma gondu] y lo comparan con los fármacos

utilizados clásicamente, en este modelo obtienen que

tanto el cotrimoxazol como la asociación entre

pirimetamina y sulfadiazina son más efectivos que la

espiramicina. Ninguno de estos fármacos tiene actividad

frente a la forma quística (144)

Nguyen y cols. evalúan la actividad del cotrimoxazol

y la espiramícina en ratones gestantes infectadas con

Toxoplasma gondii demostrando estadisticamente un mayor

efecto del cotrimoxazol <145>

Harper y cols. evalúan la utilidad de 5 regímenes

terapeúticos en monos inoculados oralmente con Toxoplasma

gandí], todos los controles no tratados murieron, los 3

monos tratados con sulfametoxazol sobrevivieron, los

cinco tratados con espiramicina murieron, los 4 tratados

con la combinación de clindamicina y sulfadiazina

sobrevivieron, al igual que los 5 tratados con

pirimetamina y sulfadiazina y los 4 tratados con
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cotrimoxazol., oíl ion tratados con la asociación entre

cliiidamicina y sulfadiazina aparecieron efectos adversos

que produjeron la muerte de 3 monos (146)

Kovacs y cols. estudian la actividad

antitoxoplásmica de otro inhibidor de la síntesis del

ácido fólico, el trimetrexato, encuentran que inhibe la

dihidrofolato reductasa de Toxoplasma gonduí más

intensamente que la pirimetamina y el trimetoprim, esto

lo demuestran en modelos ITin vitro’ y en modelos de

toxoplasmosis experimental en ratón (147>

Allegra y cols. también demuestran buena actividad

antitoxoplasmica del trimetrexato, siendo entre 600 y 750

veces más efectivo que la pirimetamina, esto se demostró

en estudios Tin vivo” e “in vitro’ (148)

Kovacs y cols. estudian la actividad

antitoxoplásmica en un modelo ‘Sn vitro” de otro fármaco

antifolato, el piritrexim, apareciendo entre 40 y 1000

veces más potente que el trimetoprim y la pirimetamina

(149)

Derouin y cols estudian in vitro la actividad de

tres sulfonamidas y cuatro inhibidores de la

dihidrofolato reductasa tanto solos como en asociación;

la sulfadiazina, sulfametoxazol y sulfisoxazol muestran

buena actividad frente al parásito, siendo la dosis letal

50 menor para el sulfametoxazol y mayor para el

sulfisoxazol, en cuanto a los antifolatos, la dosis letal

50 fue menor para pirimetamina seguido de trimetrexato,

trimetoprim y la más alta fue para piritrexin (150>

Ghang y cols evalúan la actividad de epiroprim, un

inhibidor de la dihidrofolato reductasa tanto solo como

en asociación con dapsona en un modelo murino de

toxoplasmosis experimental y en un modelo ‘Sn vitro” de

cultivo celular de macrófagos, ‘Sn vitro” se observa

actividad del compuesto y el sinergismo con dapsona,

aunque se produce solo tiene efectos parasitostáticos;

en el modelo “in vivo”, cuando se utilizan solas, la
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dapsona y el epiroprim solamente protegen al 10% de los

ratones, sin embargo, cuando se administran asociadas se

protege al 100% de los ratones (151)

También se ha investigado intensamente en la

actividad antitoxoplásmica de los antibióticos

macrólidos, así:

Terragna y cols. evalúan la utilidad de la

josamicina en un modelo de toxoplasmosis murina

experimental tras inoculación de la cepa virulenta RH,

esta no es eficaz (152>

Chan y cols. evalúan la actividad de la

roxitromicina en un modelo murino del toxoplasmosis tras

inoculación de taquizoitos de la cepa RH, si el comienzo

de la quimioterapia era 24 horas antes de la inoculación

sobreviven el 90% de los ratones, si se produce 2 horas

postinoculación sobreviven el 80% de los ratones y si la

terapia se inicia 24 horas postinoculación sobreviven el

50% de los ratones, se recuperan parásitos en el 20% de

los ratones que sobreviven (153>

Chang y cols. evalúan la roxitromicina en modelos

de toxoplasmosis experimental murina, obtienen que

protege al 100% de los ratones inoculados

intraperitonealmente con taquizoitos de la cepa R11 tras

la administración de dosis de 540 mg/kg durante 5 días

por vía oral, en un modelo de infección intracerebral con

la cepa C56 de Toxopiasnia gondí] disminuye el número de

quistes presentes en el cerebro de los ratones, su

actividad mejora con la administración conjunta de gamma

interferon (154)

Luft y cols. evalúan la actividad toxoplásmica de

la roxitromicina “in vitro” y en un modelo de

toxoplasmosis experimental murina, protege el 80% de los

ratones inoculados con la cepa RH tras administración dos

horas postinoculación. Se aisló el parásito en el 35% de

los ratones que sobrevivieron. En el modelo ‘Sn vitro”

de cultivo celular de macrófagos peritoneales murinos,

50



Ii c>x II 15)1111 c’ ~II.I lis> uiIs~II i(~ 1<!! IV i<I<iúi (155) . clar.g y cols

aval nan la tic! iv islicl cli’ l,i ioX it I.OII1I. cina en un modelo de

t.oX.opI.asmokti.t[ expeí i meíxt al imirina , sobreviven entre el

50 y cl 100% <1<’ Inc ratones en función de la dosis

empleada en un U rat amiento de 5 días. Se recuperó el

parásito en un porcentaje

de ratones que sobrevivieron que osciló entre el 25 y el

58%- <156>

Hoffin y cols demuestran sinergismo entre la

actividad de la roxitromicina y el gamma interferon en

un modelo murino de encefalitis toxoplásmica (157>

Chang y cols. estudian la actividad de la

espiramicina tanto ‘ in vitro” como “in vivo”, en modelo

de toxoplasmosis experimental murina, demuestraun cierto

efecto inhibidor del parásito, pero no consigue la

erradicación del Toxoplasma gondul (158)

Chang evalúa la actividad antitoxoplásmica de otro

nuevo macrólido, la claritromicina en un modelo de

toxoplasmosis experimental murina, sobreviven el 100% de

los ratones infectados, pero en el 60% de ellos persiste

el parásito (159)

Araujo evalúa otro macrólido, la azitromicina, y

demuestra que tras inoculación intraperitoneal de

taquizoitos sobreviven el 100% de los ratones mientras

que sobreviven el 80% de los inoculados

intracerebralmente (160)

Chang y cois. comparan la actividad de cuatro

macrólidos, roxitromicina, espiramicina, azitromicina y

claritromicina en un modelo de toxoplasmosis in vitro,

la dosis inhibitoria 50 es menor para la roxitromicina,

seguida de azitromicina, claritromicina y la dosis mayor

corresponde a la espiramicina, sin embargo no muestran

actividad letal ¿í cina concentración de antibiótico cuatro

veces superior y no lo cuando se alcanza una concentración

8 veces superior, la roxiuroinicina adquiere una actividad

parcla i do dent tuse 1 OIl dc Ion tagul zoitos (161>



Harris y cols. evalúan en un modelo in vitro la

actividad de varios fármacos, demuestran que la

pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta

asociación tiene la misma actividad que la pirimetamina

sola a mayoresdosis, la espiramicina solamentees activa

a dosis altas, la clindamicina no mostró actividad (162)

Chamberland y cois evalúan en un modelo “in vitro”

la actividad de 24 antibióticos macrólidos, espiramicina

y tilosina muestran actividad limitada, eritromicina y

azitromicina muestran mejor actividad y desmycosina,

diritromicina y roxitromicina no muestran actividad por

este sistema, en general los macrólidos no producen la
muerte del parásito pero afectan a su desarrollo (163)

Huskinson-Mark y cols. evalúan la actividad de

varios antibióticos frente a la forma quistica de

Toxoplasma gonciíí, encuentran mejor actividad en la

azitromicina y en la hidroxinaftoquinona 566C80

(atovacuona) (164>

Araujo y cols estudian el sinergismo entre la

azitromicina y el gamma interferon en la toxoplasmosis

murina, con azitromicina sola se protegen el 10% de los

ratones, con gamma interferon solo no se protege a ningún

ratón, mientras que con la asociación de ambos se

protegen el 40% de los ratones (165)

Araujo y cois evalúan la actividad ‘in vivo” de

azitromicina, roxitromicina y espiramicina, siendo la más

activa la azitromicina, la concentración alcanzadaen los

tejidos es de 50 a 100 veces más alta que en suero (166)

Derouin y cols estudian el sinergismo entre la

azítromícina y la pirimetamina o la sulfadiazina en un

modelo de toxoplasmosis murina y demuestranla presencia

de un potente sinergismo entre la azitromicina y

cualquiera de los otros dos fármacos (167>

Araujo y cols demuestran la actividad sinérgica

entre la azitromicina y la sultadiazina en un modelo de
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toxoplasmosis experimental murina, dosis ineficaces de

ambos fármacos, son activas cuando se administran a la

vez (168)

Alder y cols estudia la actividad de la asociación

de claritromicina con minociclina o pirimetamina en un

modelo de toxoplasmosis experimental murina, cualquiera

de las dos asociaciones son tan efectivas como la

asociación clásica de pirimetamina y sulfadiazina (169>

Dumas y cols. evalúan la actividad de la

administración prolongada de azitromicina en un modelo

murino de toxoplasmosiscrónica, mediante la inoculación de

quistes por vía intraperitoneal de una cepa moderadamente

virulenta de Toxoplasma gondíl, después de 1 mes de

administración, todos los ratones sobrevivieron, mientras

que en el grupo control murieron 19 de 25. Los ratones

tratados con azitromicina mostraron menor inflamación

cerebral (170>

Se ha investigado intensamente la actividad de la

clindamicina frente a Toxoplasrna gondu]:

Terragna y cols. evalúan la utilidad de la

clindamicina en un modelo de toxoplasmosis murina

experimental tras inoculación de la cepa virulenta RH, la

clindamicina se muestra efectiva en el 80% de los ratones

(152)

Mack y cois estudian la eficacia antitoxoplásmica de

varios agentesen un modelo de cultivo celular, encuentran

que la asociación entre la sulfadiazina y la pirimetamina

tiene mejores resultados que la pirimetamina sola y no

encuentranningún efecto cuando evalúan la clindamicina y

el metronidazol (171)

Harris y cols. evalúan en un modelo “in vitro’ la

actividad de varios fármacos, demuestran que la

pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta

asociación tiene la misma actividad que la pirimetamina

sola a mayoresdosis, la espiramicina solamente es activa

a dosis altas, la clindamicina y sus análogos el
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metotrexato y la diftluorometilornitina no mostraron

actividad (162> -

Piketty y cols. evalúan la actividad

antitoxoplasmica de varios fármacos, estudiando la

presencia de parásitos en sangre, pulmón y cerebro a

distintos tiempos postinoculación, la administración de

pirimetamina sola produjo la curación en 7 de 11 ratones

pero se detecta la presencia del parásito hasta el día

6 postinoculación, cuando se administra asociada a

sulfadiazina, no muere ningún ratón y no se detecta la

presencia del parásito desde el día 1, la administración

de clindamicina no evitó la muerte de todos los ratones,

pero en la sangre de estos no se detectaba la presencia

del parásito (172)

Filice y cols. estudian la actividad de la

clindamicina en un modelo murino de neumonía producida

por reactivación de una infección por Toxoplasma gondí]

en ratón. Si se utiliza como tratamiento profiláctico

reduce la mortalidad en un 44%, pero es menos efectiva

cuando ya se ha producido la reactivación de la neumonía

(173)

Pfefferkorn y cols estudian la actividad de la

clindamicina en un modelo in vitro, mostrándose activa

a altas dosis (174)

También se ha evaluado la actividad de las

tetraciclinas, así;

Chang y cols. evalúan la actividad antitoxoplásmica

“in vitro” e “in vivo” de una tetraciclina, la

doxiciclina, muestra actividad tanto sola como asociada

a pirimetamina (175)

Chang y cols estudia la actividad de otra

tetraciclína, la minociclina, en un modelo de

toxoplasmosis experimental murina, sobreviven el 100% de

los ratones infectados, pero en el 60% de ellos persiste

el parásito, mientras que con la pirimetamina no persiste

el parásito en ninguno de ellos. En ratones infectados

54



crónicamente se observa reducción en el númerode quistes

<176>

Alder y cols estudia la actividad de la asociación

de claritromicina con minociclina o pirimetamina en un

modelo de toxoplasmosis experimental murina, cualquiera

de las dos asociaciones son tan efectivas como la

asociación clásica de pirimetamina y sulfadiazina (169)

En los últimos años ha surgido la atovacuona, sobre

el que se ha investigado intensamente para descubrir su

verdadera utilidad sobre el taquizoitos y sobre la forma

quistica de Toxopiasma gond]], así:

Huskinson-PAark y cols. evalúan la actividad de

varios antibióticos frente a la forma quistica de

Toxoplasma gondíu, encuentran mejor actividad en la

azitromicina y en la hidroxinaphtoquinona 566C80

<atovacuona> <164)

Araujo y cols estudian la actividad antitoxoplásmica

de la atovacuona contra formas quisticas y contra

taquizoitos de Toxoplasma gondii en modelos “in vivo” e

“in vitro”, demuestran la disminución en el número de

quistes en casos de infección crónica y la supervivencia

del 80% de los ratones inoculados con 7 cepas distintas

del parásito, 5 de ellas aisladas de pacientes con SIDA

(177)

Hudson y cols. estudian la actividad de la

atovacuona contra varios parásitos causantes de

infecciones oportunistas en el SIDA y frente a Plasrnodíum

spp. En la evaluación frente a Toxoplasma gondu] en

ratones obtiene buena actividad. (178>

Araujo y cols. estudian la actividad de la

atovacuona frente a la forma quistica de Toxoplasma

gondu] en modelos ‘Sn vitro” e Tin vivo”, en los ensayos

in vitro se observa la perdida de viabilidad de los

quistes y en los ensayos “in vivo” se observa la

reducción en el número de quistes y en la reacción

inflamatoria que presentan ya a los 5 días de
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tratamiento, pero se obseiva Ja máxima eficacia a las 4

semanasde iniciarlo (179)

Gutteridge evalúa la actividad de la atovacuona

frente a parásitos oportunistas del SIDA encontrando que

es activo frente a Toxoplasma gondí] (180>

Araujo y cols. estudian el sinergismo entre

atovacuona y los tratamientos clásicos de la

toxoplasmosis, señalan que la actividad de la atovacuona

se incrementa sustancialmente cuando se asocia a

pirimetamina o sulfadiazina <181)

También se ha evaluado la utilidad del gamma

interferon en el tratamiento de la toxoplasmosis, así:

Hoffin y cols demuestran sinergismo entre la

actividad de la roxitromicina y el gamma interferon en

un modelo murino de encefalitis toxoplásmica (157)

Suzuki y cols. estudian la utilidad del gamma

interferon en el tratamiento de la encefalitis

toxoplásmica experimental en ratón, este reduce los focos

de células inflamatorias y el número de taquizoitos en

el cerebro, la actividad es dosis dependiente <182>

Araujo y cols estudian el sinergismo entre la

azitromicina y el gamma interferon en la toxoplasmosis

murina, con azitromicina sola se protegen el 10% de los

ratones, con gamma interferon solo no se protege a ningún

ratón, mientras que con la asociación de ambos se

protegen el 40% de los ratones (165>

Tambiénse ha evaluado la actividad antitoxoplásmica

de otros compuestos, así:

Eakhtari y cols. estudian la actividad de robenidina

sobre fornas quisticas de Toxoplasma gondu] en un modelo

reuririo, ya sola o en asociación con pirimetamina o

sulfadoxina no demostrando actividad sobre esta forma

parasitaria (183>

Ferrante y cols evalúan en un modelo de

toxoplasmosis experimental murina la actividad de la

sinefungina utilizada anteriormente por sus propiedades
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antifúngicas y antivíricas, cuando el tratamiento se

inicia dos días antes de la inoculación se prolonga la

vida de los ratones, sobre todo cuando se emplean dosis

altas del fármaco (184)

Harris y cols. evalúan en un modelo “in vitro” la

actividad de varios fármacos, demuestran que la

pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta

asociación tiene la misma actividad que la pirimetamina

sola a mayores dosis, la espiramicina solamentees activa

a dosis altas, el spirogermanium, un compuesto

experimentalmente utilizado como neoplásico mostró

actividad a concentraciones tóxicas para el sistema y el

5-fluorouracilo se mostró eficaz a dosis bajas

demostrándosesinergia con la pirimetamina (162)

Israelsky y cols. estudian la interacción entre la

zidovudina y la pirimetamina, encontrando efectos

antagónicos, también afecta al sinergismo entre la

pirimetamina y la sulfadiazina, tanto en modelos “in

vitro” como en ratón (185)

Chang y cols. estudian la actividad antitoxoplásmica

de tres nuevos 1,2,4-trioxanos (pentatroxano,

tiahexatroxano y hexatroxano) , en un modelo in vitro,

muestran actividad semejante a la pirimetamina frente a

parásitos intracelulares, pero no muestran actividad

frente a parásitos extracelulares (186)

Furet y cols estudian la actividad de las quinolonas

y señalan su falta de actividad frente a Toxoplasma

gondí], mientras que se muestranefectivas frente a otros

parásitos como Le]shnianía spp., Plasnodíum spp. y

Trypanosoma spp. (187)

Derouin y cols. evalúan la actividad

antitoxoplásmica de la dapsona tanto sola como en

asociación con pirimetamina, en las pruebas “in vitro”

muestra buena actividad, sin embargo en los ensayos “in

vivo” los resultados cuando se emplea sola son malos ya

que solamente retrasan la muerte de los ratones, mientras
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que los resultados son buenos en combinación con

pirimetamina (188>

Lindsay y cols. estudian la actividad

antitoxoplásmica de la pentamidina y 5 análogos en un

método “in vitro” de cultivo celular, se observa una

reducción estadísticamente significativa en el número de

taquizoitos (189)

Lindsay y cols. estudian la actividad

antitoxoplásmica del diclazuril, un bencenoacetonitrilo,

en cultivo celular se consigue más de un 99% de reducción

de taquizoitos; en los ensayos “in vivo” se obtuvo

protección de los ratones (190)

Araujo y cols. estudian la actividad de la

rifabutina en un modelo de toxoplasmosis murina, en

función de la dosis empleada se consigue la protección

de entre el 40 y el 100% de los ratones; si se administra

dosis no efectivas de rifabutina con dosis no efectivas

de pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina o atovacuona

se consigue protección por el efecto sinérgico que se

produce (191)
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4.- MATERIAL Y METODOS
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4.1,- Aislamiento y mantenimiento de cepas de Toxoplasma

gondil.

4.1.1.- Aislamiento y mantenimiento de cecas

cistógenas

.

4.1.1.1.- Aislamiento de cepas cistógenas de

Toxoplasma gondíl a partir de cerebro de gato

.

* Extracción de). cerebro del gato.

* Homogeneización del cerebro con una solución de PBS (pH

- 7 2) . * Se prepara una solución de sílice coloidal

(Percolí> : Se añade 10 ml de una solución concentrada lOx

de medio de cultivo mínimo esencial de Eagle a 90 ml de

la solución de Percolí. Se neutraliza el PH con ácido

clorhídrico.
* Se añade; 5 ml de homogeneizado de cerebro, 8 ml de

PBS/Tween y 6,5 ml de la solución de Percolí previamente

preparada. Al final se obtiene una concentración de 30%

de Percolí.
* Mezclar bien y dejar reposar de 20 a 30 minutos.

* Se pipetea al fondo del tubo 1,5 ml de la solución de

Percolí al 90% para obtener dos fases.

* Se centrifuga durante 15 minutos a 2700-3000 rpm

<3500-4200 g)

* Los quistes de Toxoplasma gonduí flotan en la parte

superior donde son recogidos y tras visualización al

microscopio se inoculan por vía oral con una sonda

bucogástrica a un lote de ratones.
* Al cabo de 15 días se extrae sangre a los ratones y

se realiza una serología frente a Toxoplasma gondul

mediante microaglutinación (BioMerieux>

* Si la serología es negativa, se sacrifica los ratones

y se realiza un pase ciego de los cerebros a otro lote

de ratones, y si tras la segunda inoculación la serología

sigue siendo negativa y no se visualizan quistes en los

cerebros, se considera que no se han aislados quistes de
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Toxoplasma gondíu.

* Si la serología frente a Toxoplasrna gond]í aparece

positiva, se confirma la presencia de quistes mediante

la visualización de los quistes en tejido cerebral de los

ratones (192)
* Se han empleado en todas las pruebas ratones de la cepa

NMRI.

4.1.1.2.- Mantenimiento de cenas cistócrenas
* Extraer varios cerebros de un lote de ratones

infectados con Toxoplasma gondíJi con infección confirmada

mediante serología.

* Macerar los cerebros en un recipiente estéril con suero

fisiológico estéril.

* Inocular el macerado por vía oral, 0,4 ml/ratón a un

lote de ratones sanos.

* Al cabo de 15 días confirmar serológicamente la

presencia de infección.

* El pase debe realizarse cada 6 meses.

4.1.2.- Mantenimiento de la cepa RH

La cepa RH se mantiene congelada en nitrógeno

líquido en una solución de medio mínimo esencial de

Eagle, con un 25% de suero fetal bovino y un 10% de

dimetilsulfóxido (DMSO)

4.1.2.1.- Proceso de desconcielacion

:

* Extraer el vial e introducirlo en un baño de agua a

37W para que la descongelación sea lo más rápida

posible.
* Inoculación por vía intraperitoneal de 0,2 ml de la

solución congelada a un ratón.

* Observación visual diaria del ratón, en función de la

cantidad de toxoplasmas vivos inoculados hasta observar

la manifestación clínica de la enfermedad, se producirá

en un período comprendido entre 5 y 15 días.

4.1.2.2.- PAantenimiento de la cena

:

* Se inocula 1 ml de PES estéril al peritoneo del ratón
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infectado, que ha sido sacrificado momentos antes, cuando

se han observado manifestaciones graves de la enfermedad.
* Se extrae 0,3 ml de líquido peritoneal y se diluye en

10 ml de una solución estéril de PBS a la que se añade

una solución de antibiótico que proporciona una solución

final de 100 U/ml de penicilina y 100 mcg/ ml de

estreptomicina . Se realiza una observación microscópica

para descartar la presencia de contaminaciones tanto

bacterianas como fúngicas.

* Inoculación por vía intraperitoneal de 0,2 ml de la

solución anterior a ratones sanos.
* Al cabo de 3 días el cuadro clínico de la enfermedad

hace necesario la realización de un nuevo pase.

* Todas las cepas de ratones utilizadas fueron

igualmente sensibles y no hubo tampoco diferencias

motivadas por la edad o el sexo de los ratones.

4.1.2.3.- Congelación de la cepa

:

* Se extrae líquido peritoneal de ratón con síntomas

clínicos de la enfermedad y se mezcla 1:1 con una

solución de congelación descrita anteriormente.

* El proceso de congelación obtiene mejores resultados

si se realiza con congelación gradual de WC/minuto

(147> , lo que se realiza bien con el sistema de

congelación gradual (NICOOL LMlO)

4.2.- Establecimiento de modelos animales de

toxoplasmosis experimental

4.2.1.- Patrón de referencia

:

4.2.1.1.- Primointección por Toxoplasma gondjií

:

Tras la inoculación de taquizoitos de la cepa RH

por vía peritoneal se producía la muerte de los ratones

y se visualizaban en el líquido peritoneal de los mismos

abundantes taquizoitos.

4.2.1.2.- Infección crónica

:

Tras la inoculación de quistes de tejido cerebral
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de la cepa 868 se producía respuesta serológica en los

ratones y en el cerebro se visualizaban quistes tisulares

de Toxoplasnia gondui.

4.2.1.3.- Infección crónica reactivada

:

Tras la confirmación de infección crónica por los

procedimientos antes descritos, al administrar

tratamiento inmunosupresor (véase más adelante) se

produce la muerte de los ratones y en el cerebro de los

mismos se observan lesiones compatibles con toxoplasmosis

aguda.

4 .2 .2. - Modelo de primoinfección por Toxoolasma ciondí

]

con síntomas clínicos en sujeto inmunocompetente

.

* Inoculación vía intraperitoneal de 200 taquizoitos de

la cepa virulenta RH. La muerte de los ratones se produce

al cabo de 8 días.
* Según hemos confirmado en el Servicio de Anatomía

Patológica del Hospital General y Universitario de Elche,

existe afectación sistémica de muchos órganos con cuadros

similares a los casos de toxoplasmosis diseminada en

inmunodeprimidos.
* Se realizó extracción de suero, sangre periférica y

masa cerebral los días 1, 3, 5 y 7 postinoculacion. Estas

muestras fueron conservadas a -70W hasta su

procesamiento.

4.2.3.- Modelo de infección crónica asintomática por

Toxonlasmna gondí.í en sujeto inmunocompetente

.

* Inoculación vía oral de 50 quistes de la cepa 868 de

Toxoplasma gondu] (cepa no virulenta para el ratón

obtenida de un cerebro de gato) a un grupo de ratones

indemnes.
* Extracción periódica de orina, suero y sangre

periférica durante dos meses. Al cabo de ese tiempo los

ratones no presentaban signos ni síntomas de enfermedad.

63



* Estudios del Servicio de Anatomía Patológica del

Hospital General y Universitario de Elche ha demostrado

la presencia de quistes de Toxoplasina gondu] en tejido

cerebral.

4.2.4.- Modelo de toxonlasmosis crónica reactivada en

sul eto inmunodenrimido

.

* A ratones con infección crónica por la cepa 868 de

Toxoplasma gondaií (no virulenta> se les sometió al

siguiente proceso de inmunodepresión:

- Ciclosporina: Administración subcutánea de 150 mg/kg

de peso dos veces a la semana.

- Sal sódica del ester fosfórico de la Di- (17

hidroxicorticosterona 21) : Administración subcutánea de

2,5 mg/ratón dos veces al día.

- Anticuerpos monoclonales anti linfocito T de ratón

(Sigma> ; Inoculación una vez a la semana de 500 ug/ratón.

- Para prevenir infecciones bacterianas se administró vía

oral ciprofloxacina (antibiótico de amplio espectro, que

en estudios llevados a cabo por nosotros en quimioterapia

de Toxoplasma gondul no demuestra actividad frente a

dicho parásito> . (193>

* Se realizó extracción de suero, sangre periférica y

cerebro durante el proceso de inmunodepresión hasta la

muerte de los ratones.

* El Servicio de Anatomía Patológica del Hospital General

y Universitario de Elche ha demostrado loa presencia de

lesiones propias de toxoplasmosis reactivada.

4.3.- Grupos de pacientes estudiados

4.3.1.- Patrón de referencia

:

* Como patrón de referencia de encefalitis toxoplásmica

se emplea la presencia de imágenes sugerentes en el TAC

y la respuesta a los fármacos comúnmente utilizados en

el tratamiento de la encefalitis toxoplásmica.
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4.3.2.- Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos

hg G pero sin Ig M frente a Toxoplasma crondíí

.

* Se seleccionaron 70 pacientes inmunocompetentes con

anticuerpos Ig G positivos frente a Toxoplasma gondíl y

anticuerpos íg PA negativos. Estos pacientes fueron

elegidos consecutivamente entre los pacientes a los que

se les realizaba una punción lumbar por cualquier causa

y cumplían los siguientes requisitos; inmunocompetentes,

adultos, presencia de anticuerpos frente a Toxoplasma

gondil por el método de microaglutinación (EioMerieux>

y ausencia de hg PA específica (ISAGA, BioMerieux>

4.3.3.- Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos

frente a Toxoolasrna poncil

]

* 70 pacientes inmunocompetentes con anticuerpos Ig o

e IgI’4 negativos frente a Toxoplasma gondí .1. Estos

pacientes fueron elegidos consecutivamente entre los

pacientes a los que se les realizaba una punción lumbar

por cualquier causa y cumplían los siguientes requisitos:

inmunocompetentes, adultos, ausencia de anticuerpos

frente a Toxoplasma gondí] por el método de

microaglutinación (EioMerieux> y ausencia de Ig M

específica (ISAGA, BioMerieux)

4.3.4.- Pacientes inmunodeprimidos con afectación del

sistema nervioso central por otras causas distintas

a la encefalitis toxonlásmica

.

* 63 pacientes inmunodeprimidos con lesiones cerebrales

de causa distinta a encefalitis toxoplásmica. Estos

pacientes fueron elegidos consecutivamente entre los

pacientes a los que se les realizaba una punción lumbar

y cumplían los siguientes requisitos: 111V, adultos,

presentar afectación del sistema nervioso central por

causa distinta a la encefalitis toxoplásmica.
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4.3.5.- Pacientes inmunodeprimidos con lesiones

cerebrales producidas por encefalitis toxoplásmica

.

* 16 pacientes inmunodeprimidos con lesiones cerebrales

producidas por encefalitis toxoplásmica.Estos pacientes

fueron elegidos consecutivamente entre los pacientes a

los que se les realizaba una punción lumbar y cumplían

los siguientes requisitos: HIN, adultos, presentar

afectación del sistema nervioso central por encefalitis

toxoplásmica.

4.3.5.1.- Con tratamiento especifico previo

.

* 5 de estos pacientes cuando se les realizó la

extracción de líquido cefalorraquideo llevaban instaurada

terapia antitoxoplásmica

4.3.5.2.- Sin tratamiento especifico previo
* 11 de estos pacientes no recibían terapia

antitoxoplásmica en el momento de extracción del líquido

cefalorraquideo.

4.4.- Desarrollo de métodos de ELISA para la detección

de antígenos circulantes.

4.4.1.- Estandarización de las técnicas

.

4.4.1.1.- Purificación de antígenos de tapuizoitos

de Toxonlasma crondui

;

Separamos los taquizoitos de Toxoplasma gondu]

mediante la utilización de lectina que aglutina las

células presentes en el líquido peritoneal y no aglutina

los taquizoitos, que son separados por filtracion.
* Extracción de líquido peritoneal de ratones inoculados

con taquizoitos de la cepa RH tres días antes, mediante

dos lavados con una solución estéril de PES.
* Centrifugación durante 10 minutos a temperatura

ambiente durante 10 minutos.
* Resuspender el sedimento en 15 ml de 0,1514 de CíNa.

* Añadir lectina de Fhaseolus vulgaris (Sigma) a una

concentración final de 0,04% peso/volumen.
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* Incubar 30 minutos a temperatura ambiente con

agitación suave.

* Centrifugar igual que antes.

* Resuspender los acúmulos de células en 15 ml de la

solución salina anterior.
* Filtrar a través de un filtro de algodón de nylon (300

mg> , donde quedaran retenidos los acúmulos de células

mientras que los taquizoitos atraviesan el filtro y son

recogidos.
* Realizar tres lavados con solución salina para

eliminar restos de líquido peritoneal.
* Los taquizoitos purificados se resuspenden en agua

bidestilada y se romper mediante sonicación. Tras una

centrifugación de 3000 rpm durante 15 minutos para

eliminar los restos no sonicados, los antígenos fueron

almacenados en nitrógeno líquido hasta su inoculación a

los animales (194)

4.4.1.2,- Inoculación de los animales de

experimentación y obtención de los sueros

hiperinmunes

.

Se realizó la inoculación vía subcutánea en varios

sitios del animal de antígenos purificados de Toxoplasma

gonduí en emulsión con adyuvante incompleto de Freund

para aumentar la respuesta inmunológica.

Tras inoculación semanal durante 4 semanas, al cabo

de 6 semanas se realizó la extracción de sangre mediante

punción cardiaca. Los sueros hiperinmunes se mantuvieron

congelados a -200C hasta su utilización.

4.4.1.3.- Purificación de los anticuerpos

hiperinmunes

:

Se pretende separar las inmunoglubulinas del resto de los

componentes del suero.
* Dilución del suero en proporción 1:3 con tampon acetato

60 nNl (pI¾4) -

* Ajustar a pH=4,8 y dejar 30 minutos a temperatura

ambiente en agitación.
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* Añadir ácido caprílico (ácido octanoico) en relación

1,1 ml para 100 ml de la dilución anterior.
* Añadir el caprilato muy lentamente, en agitación

vigorosa y dejar 30 minutos en agitación a temperatura

ambiente.

* Centrifugar a 40C, 10000 g durante 30 minutos. Se

recupera el sobrenadante filtrándolo por membrana de

celulosa de Millipore, manteniendo en hielo durante todo

el proceso de filtración. El filtrado debe ser

transparente. Si no lo es, centrifugamos 15 minutos mas.

* Neutralizar a pH= 7,2-7,4.

* Para la precipitación con sulfato amónico, añadimos

sulfato amónico saturado gota a gota, en un volumen igual

al filtrado.
* Agitar 20-30 minutos a temperatura ambiente.

* Centrifugar a 12000 rpm a 4W durante 30 minutos.

* Eliminar el sobrenadante y el precipitado blanco se

diluye con sulfato amónico al 50% hasta el volumen

inicial de suero.

* Los anticuerpos precipitados pueden almacenarse a 40C

hasta su uso.
* Antes de su uso, se centrifuga a 40C a 5000 rpm durante

10 minutos.
* Se elimina el sobrenadante.

* Se resuspende en igual volumen de PES y se dializa

frente a PBS durante 2 días, realizando dos cambios de

RES.
* La concentración final de anticuerpos se mide mediante

la lectura fotométrica a una absorbancia de 280 nm.

Dividiendo por 1,40 se obtiene la concentración en mcg/ml

de anticuerpos (195>

4.4.1.4.- Optimización de los métodos de ELISA

.

* Concentraciones óptimas de los distintos

componentes de la reaccion.

* Reproductibilidad de la técnica.

* Límite de sensibilidad
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4.4.2.- Diseño de métpdou de.EUiSAilDara la detección

de antígenos circulantes

.

4.4.2.1.- Detección de antígenos circulantes en

sueros de ratón

.

* Fijación de los anticuerpos hiperinmunes de conejo a

la placa de ELISA: Mediante la incubación a 40C durante

toda la noche en tampón carbonato (pH=9,6)

* Lavado con RES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.
* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37”C durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>
* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.
* Incubación durante 24 horas a temperatura ambiente de

100 ul de suero sin diluir.
* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación durante 2 horas a 37W con anticuerpos

hiperinmunes de cobaya

* Tres lavados con la solución anterior.

* Incubación con anticuerpos anticobaya marcados con

peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.4.2.2.- Detección de antígenos circulantes en

sueros humanos

.

* Fijación de los anticuerpos hiperinmunes de conejo a

la placa de ELISA: Mediante la incubación a 4W durante

toda la noche en tampón carbonato (pH=9,6)

* Lavado con PBS con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecificas; Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de PBS con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>

* Lavado con la solución de lavado anterior para
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eliminar los restos no fijados.
* Incubación durante 24 horas a temperatura ambiente de

100 ul de suero sin diluir.
* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación durante 2 horas a 37W con anticuerpos

hiperinmunes de cobaya

* Tres lavados con la solución anterior.

* Incubación con anticuerpos anticobaya marcados con

peroxidasa (Sigma> durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TME y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 214.
* Lectura a 450 nm en un fotómetro Eerhing Processor II.

4.4.2.3.- Detección de antígenos circulantes en

líquido cefalorrapuideo humano

.

* Fijación de los anticuerpos hiperinmunes de conejo a

la placa de ELISA: Mediante la incubación a 40C durante

toda la noche en tampón carbonato (pH=9,6)
* Lavado con PBS con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de PBS con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.
* Incubación durante 24 horas a temperatura ambiente de

100 ul de LCR sin diluir.

* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación durante 2 horas a 37W con anticuerpos

hiperinmunes de cobaya
* Tres lavados con la solución anterior

* Incubación con anticuerpos anticobaya marcados con

peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37W.
* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Eerhing Processor II
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(196, 197, 198, 199, 200, 201, 202)

4.5.- Desarrollo de métodos de ELISA para la detección

de anticuerpos

4.5.1.- Detección de anticuerpos tipo Tg G

4.5.1.1.- En ratones
* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasnia

gonduí (BioMerieux) : Mediante la incubación a 40C durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6>
* Lavado con RES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.
* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Incubación durante 1 hora a 37W de 100 ul de suero

diluido 1/250.

* Tres lavados con la solución de lavado anterior

* Incubación con anticuerpos antilg G de ratón marcados

con peroxidasa (Sigma> durante 1 hora a 37”C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.5.1.2.- En humanos

4.5.1.2.1.- Método de ELISA
* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gond]í (BioMerieux) : Mediante la incubación a 4W durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6)

* Lavado con RES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 370C durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma)
* Lavado con la solución de lavado anterior para
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eliminar los restos no fijados.

* Incubación durante 1 hora a 37W de 100 ul de suero

diluido 1/250.

* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación con anticuerpos antiíg G humanos marcados

con peroxidasa (Sigma> durante 1 hora a 370C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 214.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.5.1.2.2.- Microaglut]nacíón

* Añadir 25 ul de suero diluido desde í/8 hasta 1/1250

en microplacas en forma de y

* Añadir 25 ul de antígenos de Toxopiasrna gonduí

(EioMerieux>

* Incubar toda la noche a temperatura ambiente.

* Observar la presencia de aglutinación

4.5.2.- Detección de anticuerpos tipo Ig PA
4.5.2.1.- En ratones

.

* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondu] <EioMerieux) : Mediante la incubación a 40C durante

toda la noche en tampon carbonato (pHz~9,6>

* Lavado con PES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de PES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Los sueros se incuban con anti IgG de cabra (Berhing)

durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar

los falsos positivos producidos por la presencia de

factor reumatoide, o los falsos negativos producidos por

el exceso de hg G.

* Incubación durante 1 hora a 370C de 100 ul de suero

diluido 1/loo.
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* Tres lavados con la ±:olxíciOíí de lavado anterior.

* Incubación con antictíexpcw ant líq PA de ratón marcados

con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TME y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.5.2.2.- En humanos

.

* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondí] (BioMerieux) ; Mediante la incubación a 40C durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6>

* Lavado con PES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecificas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de PES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>
* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Los sueros se incuban con anti IgG de cabra (Eerhing)

durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar

los falsos positivos producidos por la presencia de

factor reumatoide, o los falsos negativos producidos por

el exceso de Ig O.

* Incubación durante 1 hora a 37W de 100 ul de suero

diluido 1/100.

* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación con anticuerpos antilg PA humana marcados con

peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.5.3.- Detección de anticuerpos tipo hg A

4.5.3.1.- En ratones

.

* Fijación de los taquizoitor; formolados de Toxoplasma

gondu] (Eiolvlerieux> : Mediante La incubación a 4W durante

toda la noche en tampon carbotí¡ít:o (pI-l=9, 6)
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* Lavado con PES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 370C durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Incubación durante 1 hora a 37’C de 100 ul de suero

diluido 1/loo.
* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación con anticuerpos antiíg A de ratón marcados

con peroxidasa (Sigma> durante 1 hora a 370C.

* Revelado del ELISA; Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.

4.5.3.2.- En humanos

* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondí] (BioMerieux> Mediante la incubación a 4W durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6)

* Lavado con PES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Incubación durante 1 hora a 37”C de 100 ul de suero

diluido 1/loo.

* Tres lavados con la solución de lavado anterior.

* Incubación con anticuerpos antilg A humana marcados con

peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TME y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 214.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Eerhing Processor II.
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4.6.- Estudio de la avidez de la Ig G.

4.6.1.- Estudio de la avidez de la Ig O en ratones

* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondí] (BioMerieux) Mediante la incubación a 4W durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6)

* Lavado con PES con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de PES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma>

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Diluir cada suero a ensayar a 1:50, 1:200: 1:800,

1:3200, 1:12800.

* Los E pocillos de cada columna de la placa son

utilizados para el mismo suero, ya que hay que poner en

los pocillos de la A a la D 100 ul de las diluciones de

1:200 a 1: 12800 y en los pocillos de la E a la E las

diluciones de 1:50 a 1: 3200.

* Incubar 60 minutos a 370C.

* Vaciar las placas y añadir a las filas de la A a la U

150 ul de una solución de lavado formada con FRS y 0,05%

de Tween 20 y a las filas de la E a la E añadir 150 ul

de una solución de lavado igual a la anterior con 4M de

urea.

* Dejar a temperatura ambiente 5 minutos.

* Repetir el mismo procedimiento de lavado 2 veces mas.

* Incubación con anticuerpos antiíg G de ratón marcados

con peroxidasa (Sigma> durante 1 hora a 37W.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Berhing Processor II.
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4.6.2,- Estudio de la avidez de la íg G en humanos

* Fijación de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondíí (Biolvlerieux> : Mediante la incubación a 4W durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6)

* Lavado con PBS con 0,05% de Tween 20 para eliminar los

restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones

inespecíficas: Incubación a 37W durante una hora de 250

ul de RES con 0,01% de albúmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solución de lavado anterior para

eliminar los restos no fijados.

* Diluir cada suero a ensayar a 1:50, 1:200; 1:800,

1:3200, 1:12800.

* Los 8 pocillos de cada columna de la placa son

utilizados para el mismo suero, ya que hay que poner en

los pocillos de la A a la U 100 ul de las diluciones de

1:200 a 1: 12800 y en los pocillos de la E a la H las

diluciones de 1:50 a 1: 3200.

* Incubar 60 minutos a 37W.

* Vaciar las placas y añadir a las filas de la A a la U

150 ul de una solución de lavado formada con PBS y 0,05%

de Tween 20 y a las filas de la E a la H añadir 150 ul

de una solución de lavado igual a la anterior con 414 de

urea.

* Uejar a temperatura ambiente 5 minutos.

* Repetir el mismo procedimiento de lavado 2 veces mas.

* Incubación con anticuerpos antilg G humanos marcados

con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 370C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza IMP y peróxido de

hidrógeno, deteniendo la reacción con ácido sulfúrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotómetro Eerhing Processor II.

4.6.3.- Interpretación de resultados

* Para la interpretación de resultados se realiza una

gráfica en papel semilogarítmico. En el eje de abscisas

se representan las diluciones del suero, entre cada
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que

200

dilución de suero debe haber una distancia de 40 mm, en

el eje de ordenadas se representa la absorbancia medida

por el lector de ELISA.
* Se traza una línea paralela al eje de abscisas

corte al eje de ordenadas a una absorbancia de

unidades
* Medir la distancia entre los puntos de ambas curvas que

cortan a la recta antes dibujada.
* En función de la distancia que los separan se calcula

la avidez de los anticuerpos, según la tabla adjunta

Distancia (mm)

1

lo

20

30

40

50

60

70

80

90

loo

lío

120

130

140

150

Avidez (%)

6

7

O

4

o
7

5

96,

70,

50,

35,

25,

17,

12,

8,8

6,3

4,4
3.1

2.2

1,6

1,1

0,8

0.6

•1 .9,



4.7.- Detección del AflN del parásito mediante la reaccidn

en cadena de la polimerasa.

4.7.1.- Optimización de los procedimientos de

extracción del AUN

.

4.7.1.1.- En muestras de sangre periférica

.

4.7.1.1.1.- Proteínasa K, lisis alcalina,

extracción fenol/cloroformo
* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,114 Tris-UCí

pH(S), 0.OlM EUTA PH(S)> y 800 ng de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56W.

* Añadir 200 nl de solución de lisis (0,lM NaOH, 2M CíNa,

0,5% SUS> e incubar a 100W durante 10 minutos

* Añadir 500 ul de fenol/cloroformo <24:1) y agitar.

* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

* Retirar la parte acuosa (la de arriba> y añadirla en

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa (la de arriba)

* Añadir isopropanol (0,6:1)

* Dejar a -70W al menos 1 hora.

* Centrifugar a íSOOOg durante 15 minutos

* Añadir 500 ul de etanol 70 y agitar

* Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

* Retirar el sobrenadante y volver a añadir etanol 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 42W hasta que se

consiga la completa evaporación del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada

estéril y calentar a 65W durante una hora hasta

conseguir la completa disolución del AUN.

* Congelar a -200C para evitar degradación

4.7.1.1.2.- Proteinasa 1<, lisis alcalina y

extracción con Gene Clean.
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* Ceixtrifuqa i a 1 ~000 1/15 minutos

* Eliminar elsobrenadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,114 Tris-HCl

pH<S>, 0,OlM HUTA pH(S)> y 800 ug de proteinasa 1=

* Incubar 3 horas a 56W.

* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lM NaOH, 2M CíNa,

0,5% SUS) e incubar a 100W durante 10 minutos

* Neutralizar con ECl y comprobar que el pH es de 7

* Añadir 1 ml de Nal

* Agitar GLASSMILK en un vortex y cuando la resma esté

completamente resuspendida, añadir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar lb segundos.

* Añadir al filtro 500 ul de la solución de lavado.

* Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

* Añadir 500 ul al filtro de alcohol 80 y centrifugar 1

minuto.

* Poner el filtro en un tubo limpio y añadir 50 ul de

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos

* Volver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo está el AUN disuelto en el agua,

que congelaremos a -20W para evitar su alteración.

4.7.1.1.3.- Proteínasa 1<, lisis alcalina
* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,lM Tris-HGl

pH(S), 0,OlM EUTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa 1<.

* Incubar 3 horas a 56W.

* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lM NaOH, 2M CíNa,

0,5% SUS) e incubar a 100W durante 10 minutos
* Congelar a -20<~C para evitar la alteración del ADN.

4.7.1.1.4.- EDTAyhervir
* A 1,5 ml de sangre añadir 0,375 ml de 0,lM HUTA pH(S),

formaldehido 0, 5%.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Retirar el sobrenadante.
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* Añadir 1 ml de 1 niPA EDTA pH (8>

* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

* Retirar el sobrenadante y añadir 1 ml de agua destilada

estéril.

* Retirar el sobrenadante.

* Volver a realizar el lavado con agua dos veces más

* Retirar el último sobrenadante y resuspender el

sedimento en 100 ul de agua destilada estéril y calentar

10 minutos a 100W

* Guardar el sobrenadante a ~20aC para evitar la

degradación del AUN

4.7.1.1.5.- PBSybervir
* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos.

* Retirar el sobrenadante.

* Añadir 1 ml de PES estéril

* Centrifugar 13000g durante 15 minutos

* Volver a realizar el lavado con PES dos veces más

* Retirar el sobrenadante y añadir 100 ul de agua

destilada estéril y calentar a 100W durante 10 minutos.

* Guardar el sobrenadante a ~20aC para evitar la

degradación del AUN

4.7.1.1.6.- Separación de leucocitos con

ISOLYMPH, pro teinasa K, lisis alcalina y

extracción con fenol/cloroformo.
* Mezclar la sangre entera con igual cantidad de suero

fisiológico.

* Poner en otro frasco la mitad de volumen de ISOLYMFH

y añadir lentamente, dejando resbalar por las paredes la

sangre sobre el líquido de extracción.

* Centrifugar 2000 rpm durante 20 minutos.

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Añadir 1 ml de PES estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos

* Volver a realizar dos veces más los lavados con PES.

* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante
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* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,114 Tris-HCl

pH(S), 0,0114 FUTA pH(8)> y 800 ug de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56W.

* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lM NaOH, 2PA CíNa,

0,5% SUS> e incubar a 100W durante 10 minutos

* Añadir 500 ul de fenol/cloroformo (24:1) y agitar.

* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

* Retirar la parte acuosa <la de arriba> y añadirla en

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa (la de arriba)

* Añadir isopropanol (0,6:1>

* Dejar a -70W al menos 1 hora.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Añadir 500 ul de etanol 70 y agitar

* Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

* Retirar el sobrenadante y volver a añadir etanol 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 42W hasta que se

consiga la completa evaporación del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada

estéril y calentar a 65W durante una hora hasta

conseguir la completa disolución del AUN.

* Congelar a -20W para evitar degradación

4.7.1.1.7.- Separación de leucocitos con

ISOLYMPM, pro teinasa 1<, lisis alcalina y

extracción con Gene Clean.

* Mezclar la sangre entera con igual cantidad de suero

fisiológico.

* Poner en otro frasco la mitad de volumen de ISOLYMPH

y añadir lentamente, dejando resbalar por las paredes la

sangre sobre el líquido de extracción.

* Centrifugar 2000 rpm durante 20 minutos.

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Añadir 1 ml de PES estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos
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* Volver a realizar clon vecen más los lavados con PES.

* Centrifugar a 13000 q/15 minutos

* Eliminar el sobreiiadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,114 Tris-HCl

pH(8), 0,0114 EDTA pH(S)> y 800 uy de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56W.

* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lM NaOH, 2M CíNa,

0,5% SUS> e incubar a 100W durante 10 minutos

* Neutralizar con HCí y comprobar que el pH es de 7

* Añadir 1 ml de Nal

* Agitar GLASMILI< en un vortex y cuando la resma esté

completamente resuspendida, añadir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar 15 segundos.

* Añadir al filtro 500 nl de la solución de lavado.

* Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

* Añadir 500 ul al filtro de alcohol 80 y centrifugar 1

minuto.

* Poner el filtro en un tubo limpio y añadir 50 ul de

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos

* Volver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo está el AUN disuelto en el agua,

que congelaremos a -200C para evitar su alteración.

4.7.1.1.8.- Separación de leucocitos con

Histopaque, pro teinasa Xi lisis alcalina y

extracción con fenol/cloroformo.
* Añadir 5 volúmenes de sangre con 4 volúmenes de

Histopaque y centrifugar a 1250g durante 12,5 minutos.

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Añadir 1 ml de PBS estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos

* Volver a realizar dos veces más los lavados con PES.

* Centrifugar a 13000 q/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,lPA Tris-HCl

pH(S), 0,0114 EUTA pH(S)) y 800 uy de proteinasa FC.
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* Incubar 3 horas a 560.

* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lPA NaOH, 214 CíNa,

0,5% SDS) e incubar a I00C durante 10 minutos

* Añadir 500 ul de fenol/cloroformo (24:1) y agitar.

* Centrifugar a 13000 y durante 10 minutos

* Retirar la parte acuosa (la de arriba) y añadirla en

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa (la de arriba)

* Añadir isopropanol (0,6:1)

* Dejar a -70W al menos 1 hora.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Añadir 500 ul de etanol 70 y agitar

* Centrifugar a 130009 durante 5 minutos

* Retirar el sobrenadante y volver a añadir etanol 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 420C hasta que se

consiga la completa evaporación del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada

estéril y calentar a 65W durante una hora hasta

conseguir la completa disolución del AUN.

* Congelar a -20W para evitar degradación

4.7.1.1.9.- Separación de leucocitos con

Histopaque, proteinasa Ej. lisis alcalina y

extracción con Gene Clean.
* Añadir E volúmenes de sangre con 4 volúmenes de

Histopaque y centrifugar a 12509 durante 12,5 minutos.

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Añadir 1 ml de PES estéril

* Centrifugar a 130009 durante 10 minutos

* Volver a realizar dos veces más los lavados con PES.

* Centrifugar a 13000 g/l5 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 300 ul de tampon de resuspensión (0,lM Tris-HCl

pH(S), 0,0114 EDTA pH(8>) y 800 uy de proteinasa FC.

* Incubar 3 horas a 56’C.
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* Añadir 200 ul de solución de lisis (0,lPA NaOH, 2PA CíNa,

0,5%- SUS> e incubar a 100”C durante 10 minutos

* Neutralizar con HCl y comprobar que el pH es de 7

* Añadir 1 ml de Nal

* Agitar GLASSNIILK en un vortex y cuando la resma esté

completamente resuspendida, añadir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar 15 segundos.

* Añadir al filtro 500 nl de la solución de lavado.

* Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

* Añadir 500 ul al filtro de alcohol 80 y centrifugar 1

minuto.

* Poner el filtro en un tubo limpio y añadir 50 ul de

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos

* Volver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo está el AUN disuelto en el agua,

que congelaremos a -200C para evitar su alteración.

4.7.1.1.10.- WizardGenom]cDNAPurificationKit

* Añadir por cada 300 ul de sangre 900 u). de Celí Lysis

Solut ion.

* Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

* Centrifugar a 13000 rpm durante 20 segundos

* Retirar el sobrenadante dejando solamente 20 ul

* Agitar en un vortex 15 segundos.

* Añadir 300 ul de Nuclel Lysis Solution y dejar a 37W

durante 1 hora.

* Añadir 100 nl de Protein Precipitation Solution y

agitar 20 segundos.

* Centrifugar a 13000g durante 3 minutos

* Transferir el sobrenadante a un tubo con 300 ul de

isopropanol y agitar.

* Centrifugar 1 minuto a 13000g

* Lavar con etanol 70.

* Dejar secar 15 minutos

Resuspender en 100 ul de DNA Hydration Solution y dejar

a 650C durante 1 hora.
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4.7.1.2.- En muestras de liquido cefalorraquideo

4.7.1.2.1.- Hervir

* Calentar a 1000C durante 10 minutos

* Congelar a ~2OaC para que no se altere el AUN

4.7.1.2.2.- Proteinasa Kyhervir
* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 80 ul de tampon de resuspensión (0,lPA Tris-HCl

pH(8>, 0,OlPA EUTA PH(S)> y 800 ug de proteinasa K

(diluido en 20 ul de agua destilada estéril)

* Incubar 3 horas a 560C.

* Incubar a í00 0C durante 10 minutos

* Congelar a ~20aC para que no se altere el AUN

4.7.1.2.3.- Proteinasa k, hervir y extracción

fenol/cloroformo.
* Centrifugar a 13000 y/ls minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Añadir 80 ul de tampon de resuspensión (0,lM Tris-ECl

pH(S), 0,OlM EUTA pH(8)> y 800 ug de proteinasa K

(diluido en 20 ul de agua destilada estéril)

* Incubar 3 horas a 560C.

* Incubar a 1000C durante 10 minutos

* Añadir 500 ul de fenol/cloroformo (24:1> y agitar.

* Centrifugar a 13000 y durante 10 minutos

* Retirar la parte acuosa (la de arriba> y añadirla en

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa (la de arriba)

* Añadir isopropanol (0,6:1)

* Uejar a ~70cC al menos 1 hora.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Añadir 500 ul de etanol 70 y agitar

* Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

* Retirar el sobrenadante y volver a añadir etanol 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 420C hasta que se
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consiga la completa evaporación del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 nl de agua destilada

estéril y calentar a 650C durante una hora hasta

conseguir la completa disolución del AUN.

* Congelar a -20W para evitar degradación

(203, 204, 205, 206, 207, 208>

4.7.2.- Optimización de la reacción de amplificacion

.

4.7.2.1.- Concentraciones de los distintos

componentes de la reacción de PCR

.

La reacción en cadena de la polimerasa se realizó con las

siguientes concentraciones:

Volumen total : SO ul

AUN a amplificar (muestra clínica) : 5 ul

Cebadores; Son oligonucleotidos de 21 y 20 pares de bases

de una región del gen Bí del Toxoplasma gondii. La región

amplificada se repite 35 veces dentro del gen. Se

utilizar a una concentración 25 nM.

Cebador 1: 5’- GGAACT GCA TCC GTT CAT GAG

Cebador 2: 5’- TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC

dNTF: 200 nI”! de cada deoxinucleotido trifostato

Taq polimerasa: 2,5 unidades

Cloruro de Magnesio: 1,5 mM

Tampon: 10 mM Tris pH(8,3), 50m1v1 KCl

4.7.2.2.- Número y tiempo de los ciclos

Los ciclos constan de:

60 segundos a 94W

90 segundos a 550C

60 segundos a 720C

N” de ciclos 40

4 . 7 . 3 . - Optimización del sistema de revelado con sonda

no isotópica

.

Sonda empleada: 5’- GGC GAC CCA ATC TGC GAA TAC CAC C.

Está sonda está marcada en posición terminal con

digoxigenina.
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Concentración de la sonda: 100 uy/ml de sonda

Tiempo de contacto: Toda la noche

Procedimiento: Se utiliza en el revelado de la sonda el

kit de revelado quimioluminiscente suministrado por

Eoerhinger Mannhein llamado Luminiscent Detection Kit for

Nucleid Acids. Desnaturalizar el AUN a hibridar (que

proviene de la reacción de amplificación) durante 10

minutos a 94W

* Colocar 2 ul en una membrana de nylon

* Fijar el AUNa la membrana mediante exposición a la luz

ultravioleta del transiluminador durante 3 minutos por

el lado donde está situado el AUN

* Realizar la prehibridación de la membrana: Poner la

membrana 1 hora a 40”O con una solución de 5.SCC, 2%

solución de bloqueo, 0,1% N-laurilsarcosina 0,02% SUS

* Realización de la hibridación a 400C durante toda la

noche en la misma solución que la prehibridación pero sin

solución de bloqueo.

* Realizar un lavado durante 5 minutos a 40’C con 5.SCC,

0,1% SUS

* Realizar un lavado durante 5 minutos a 40”C con l.SCC,

0,1% SUS

* Secar al aire

* Lavar E minutos con solución de lavado: 0,11”! ácido

maleico, 0,1514 CíNa, 0,3% Tween 20. pH 7,5

* Incubar 30 minutos a temperatura ambiente con 0,lM

ácido maleico, 0,lSM CíNa, 10% solución de bloqueo.

* Añadir los anticuerpos antidigoxigenina a la

concentración indicada por el fabricante en la solución

anterior.

* Realizar dos lavados de 15 minutos con 0,114 ácido

maleico, 0,1514 CíNa, 0,3% Tween 20. pH 7,5.

* Realizar el revelado añadiendo Lumigen diluido según

instrucciones del fabricante durante 20 minutos.

* Mantener en contacto la membrana de nylon durante toda

la noche con una placa de radiografía
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* Revelar la radiogral la pc)l tiiOl c)dos habituales.

4.7.4.- Medidas para ureveilir la contaminación de la

técnica

.

* Utilización de tres espacios físicos separados, uno

para la extracción del AUN, otro para la amplificación

y un tercero para trabajar con el AUN amplificado.

* Utilización de puntas de pipeta con filtro y con puntas

de desplazamiento positivo.

* Utilizar guantes

* No intercambiar pipetas, matraces ni ningún otro

material entre las tres secciones de trabajo

* Utilizar recipientes de plástico no reutilizables.

* Alicuotar todos los reactivos, de forma que en la mayor

parte de las veces no se utilice el mismo reactivo para

dos muestras.

* Descartar todos los residuos a recipientes con lejía

para la destrucción de AUN

* Limpiar la zona de trabajo con lejía antes y después

de trabajar.

* El lugar de extracción del AUN a partir de muestras

clínicas es una campana de flujo laminar, que se

esteriliza con rayos ultravioleta.

* En cada tanda de amplificados se introduce dos

controles negativos, uno con agua destilada estéril y

otro con todos los reactivos de la reacción excepto el

AUN, estos controles se introducen en todos los procesos

de extracción de AUN, de amplificación de la reacción y

en los procesos de revelado con sonda.

4.8. - Quimioterapia

4.8.1.- Antibióticos emnleados

Se han empleado los siguientes antibióticos:

pirimetamina, sulfadiazina, espiramicina, minociclina,

clindamicina, azitromicina, claritromicina,
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roxitromicina, miokamicina, ciprofloxacina, norfloxacina,

ofloxacina, lomefloxacina.

Todos los compuestos fueron administrados

suspendidos o disueltos en carboximetilcelulosa sódica

al 1% en agua destilada.

4.8.2.- Establecimiento del modelo experimental

Utilizamos la cepa RH de Toxoplasnia gondil, que se

mantiene en el laboratorio por pases periódicos en ratón

(está cepa es extremadamente virulenta y, en ausencia de

tratamiento, mortal para los ratones> . Todas las

experiencias se realizaron con ratones NMRI (hembras de

25-30 y de peso) , distribuidos en lotes de 10 animales,

que fueron infectados por inoculación intraperitoneal de

200 taquizoitos de la cepa de Toxoplasma gondii antes

mencionada; para ello, se recogió el exudado peritoneal

de varios ratones infectados 3 días antes y se suspendió

en PBS estéril, procediéndose al recuento de taquizoitos

en una cámara de Neubauer a fin de ajustar el inóculo

(í0~ taquizoitos/mí)

4.8.3.- Desarrollo de las pruebas

.

Los antibióticos se administraron por vía oral,

mediante sonda bucogástrica, desde el día O (a las 2

horas postinfección [p.i.J) hasta el día 9 p.i. . cada 12

ó 24 horas. Diariamente, durante un mes, se controló la

mortalidad entre los animales testigo (que recibieron tan

sólo carboximetilcelulosa sódica) y tratados. El día 30

p.í., y con objeto de detectar la infección residual que

pudiera existir, los ratones que habían sobrevivido

fueron sacrificados y de cada cerebro se hizo un

macerado, que se homogeneizó y se inoculó por vía

intraperitoneal a 2 ratones indemnes. El hecho de que

éstos permaneciesen vivos, 30 días después, se interpretó

como ausencia de infección residual.
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5.- RESULTADOS
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5.1.- Aislamiento y mantenimiento de cepas de Toxoplasma

gondil
* La cepa Idi se mantiene indefinidamente mediante pases

en liquido peritoneal de ratón cada 3 días.

* Las cepas de Toxoplasma gon dii productoras de quistes

tisulares aisladas de cerebro de gatos, por los

procedimientos antes indicados, se mantienen en ratón

mediante pases por vía oral de cerebros de ratones

inoculados cada 6 meses.

Los estudios serológicos para confirmar la presencia de

infección se llevan a cabo en suero de los ratones

mediante la técnica de microaglutinación (BioMerieux>

5.2.- Establecimiento de modelos de toxoplasmosis

experimental

5.2.1.- Modelo de primoinfección por Toxoolasma

cíondii

.

* Tras la inoculación de 200 taquizoitos por vía

intraperitoneal, previamente extraídos de un liquido

peritoneal de ratón muy parasitado por taquizoitos de la

cepa RH de Toxoplasnia gondii, se produce la muerte de los

ratones a los 7-9 días. Para confirmar la presencia de

la infección, se observa los líquidos peritoneales de los

ratones muertos, en los que se ven abundantes leucocitos

y taquizoitos de Toxoplasrna gondii.

5.2.2.- Modelo de infección crónica por Toxonlasma

gondii en sujeto inmunocompetente (ratón

)

* Maceración de cerebros de ratones previamente

infectados con 50 quistes de Toxoplasma gondii por vía

oral
* Extracción de sangre al cabo de 15 días.

* Mediante la técnica de microaglutinación (BioMerieux)

se obtienen resultados positivos para la detección de

<j 1.



anticuerpos específicos frente a Toxoplasnia goridií

5.2.3.- Modelo de infección crónica reactivada en

sujeto inmunodeprimido (ratón

)

* Maceración de cerebros de ratones previamente

infectados con 50 quistes de Toxoplasma gondii por vía

oral

* Extracción de sangre al cabo de 15 días.

* Mediante la técnica de microaglutinación (BioMerieux>

se obtienen resultados positivos para la detección de

anticuerpos específicos frente a Toxoplasnia gondii

* Tratamiento ininunosupresor antes mencionado junto con

un tratamiento antibiótico de amplio espectro, para

evitar infecciones bacterianas, con ciprofloxacina por

vía oral.
* A la muerte de los ratones, los cerebros fueron

estudiados por técnicas histológicas mediante las que se

confirmaron al presencia de infección aguda por

Toxoplasma gondii.

5.3.- Grupos de pacientes humanos estudiados

5 .3 .1. - Pacientes inmunocompetentes

.

* Se guardaron muestras de líquido cefalorraquideo y

suero de pacientes adultos que fueron sometidos a punción

lumbar por cualquier causa y que no tenían evidencias

clínicas ni serológicas de infección aguda por Toxoplasnia

gondii.

* Hasta su procesamiento las muestras fueron almacenadas

a -70W.

5.3.2. - Pacientes inmunodeprimidos

.

* Se guardaron muestras de líquido cefalorraquideo y

suero de los pacientes adultos que fueron sometidos a

punción lumbar por afectación del sistema nervioso

central por causas infecciosas y no infecciosas.
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Posteriormente, en vista de los resultados analíticos,

microbiológicos, radiológicos, la evolución clínica y

la respuesta a los fármacos empleados en su tratamiento

se clasificaron en dos grupos, según cumplían el patrón

de referencia de encefalitis toxoplásmica o no.

* Los pacientes con ausencia de encefalitis toxoplásmica

padecían los siguientes cuadros.

- Tuberculosis rneninqea

- No existencia de enfermedad neurológica

- Linfoma del 51W

- Radiculopatia

- Enfermedad desmielinizante

- Encefalopatía por HIV

- Desconocido

5.4. - Desarrollo de métodos de ELISA para la detección

de antígenos circulantes.

5.4.1.- Estandarización de las técnicas

.

5.4.1.1.- Determinación de la cantidad óptima de

anticuerpos híperinmunes

.

Se realizaron diluciones seriadas de anticuerpos

hiperinmunes y se ensayaron frente a una solución de

albúmina sérica bovina en FES, ante un suero de ratón sin

contacto con Toxoplasma gondil y un suero de ratón con

una infección por la cepa Idi de Toxoplasma gondí] en una

fase avanzada de la enfermedad (con presencia de

antígenos circulantes> . Se calculó los cocientes entre

las densidades ópticas obtenidas.
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BSA/S(-)

3Oug 1,20 3,78

lSug 135 5,75

lug 1,96 9,5

Ag: Antígenos

BSA/S(-> : Cociente entre la absorbancia de la albúmina

sérica bovina y el suero negativo.

S<+>/S<->: Cociente entre la absorbancia del suero

positivo y el suero negativo.

Por tanto, los pocillos de la placa de ELISA deben

ir tapizados con 2 ug/pocillo de anticuerpos hiperinmune

de conejo y después de añadir la muestra, debemos añadir

2 ug/ml de anticuerpos hiperinmune de cobaya.

5.4.1.2.- Dilución óptima de los anticuerpos

conjuciados con peroxidasa

.

Realizamos diluciones seriadas del anticuerpo aplicado

a un pocillo de ESA/PES, uno de suero humano y varios de

suero humano con adición de diluciones seriadas de

antígenos de Toxoplasma gondii. Se realizó la incubación

durante 24h a temperatura ambiente.

Obtenemos mejor discriminación entre el suero normal

y el pocillo en el que hemos añadido la menor cantidad

de antígeno de Toxopí asma gondíi a una dilución de

anticuerpos anticobaya marcado con peroxídasa cuando lo

empleamos a una dilución 1/20.000
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5.4.1.3.- Cálculo del límite de detección de la

técnica

.

Se realiza con un sonicado de taquizoitos previamente

purificados de la cepa EH de Toxoplasma gondií.

ug tapizado Sensibilidad

1 ug/pocillo YOOug/ml suero

2 ug/pocillo 300ug/ml suero

4 ug/pocillo 1500 uy/ml suero

Para las condiciones elegidas el límite de detección

de la técnica se sitúa en 300 uy/ml de suero

5.4.1.4.- Valor umbral y reproductibilidad

.

El valor umbral se estableció en la media de los

sueros negativos de control más dos veces la desviación

típica, los resultados se expresan como el cociente entre

los valores obtenidos en la muestra problema y el valor

umbral, por lo que cualquier valor mayor a 1 es

considerado positivo.

Para asegurar la reproductibilidad de los resultados

tanto dentro de la misma prueba como en pruebas

distintas, se realizaron controles de la técnica con

sueros con presencia de antígenos conocida y sueros

negativos tanto colocándolos en distintas posiciones de

la placa de ELISA como realizando las determinaciones dos

días consecutivos.

5.4.2.- Detección de antígenos circulantes en suero

de ratón

.

La sangre extraída de cada lote de animales se mezcló y

fue procesada como una muestra
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5.4.2.1.- Ratones inoculados por la cepa RH

Día 1 postinfección 1.19 (+)

Día 3 postinfección 1.19 (+)

Día 5 postinfección 2.05 (+)

Día 7 postinfección 2.06 (±>

5.4.2.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Día 2. postinfección 0.81 (->

Día 3 postinfección 0.79 U)

Día 15 postinfección 1.32 (+)

Día 21 postinfección 1.11 (+)

Día 30 postinfección 1.15 (+>

Día 45 pastinfección 1.05 (-i>

Dha 60 postinfección 0.83 U)

5.4.2.3. - Ratones con infección crónica reactivada.

* Inoculados con la cepa 868 de Toxoplasma gondii que

sufren una reactivación de la toxoplasmosís debido a la

inmunodepresión a que son sometidos.

Día O postinmunodepresión 0.83 (-)

Día 7 postinmunodepresión 1.19 <+>

Día 14 postinmunodepresión 1.11 (+>

Día 21 postinmunodepresión 1.35 U>
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5.4.2.4,- Ratones sanos

Se procesó 25 muestras diferentes obtenidas de ratones

sanos distintos.

Sanos 2/25

Por tanto, después del cuadro de toxoplasmosis aguda

generada por la inoculación de las cepas de Toxoplasma

gond.í] se produce una fase en la que se detecta en suero

la presencia de antígenos circulantes. Tras el proceso

de inmunosupresión, con la reactivación toxoplásmica que

se produce se vuelven a detectar en suero la presencia

de antígenos circulantes. Sin embargo, se detectan falsos

positivos en suero de ratones sanos.

5.4.3.- Detección de antícienos circulantes en suero

de pacientes humanos.

Grupo 1; Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondíl

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos

frente a Toxoplasma gondil

Grupo 1111: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplásmica

Grupo 1 5/70

Grupo II 3/70

Grupo III 6/63

Grupo IV 2/16

Sensibilidad: 12,5%

Especificidad: 93, 54%
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Grupo IV

Tratados 0/5

No tratados 2/11

tratados:

Sensibilidad: 0%

No tratados:

Sensibilidad: 18, 18%

5.4.4.- Detección de antígenos circulantes en líquido

cefalorrapuideo de pacientes humanos

.

Grupo 1: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondil

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos

frente a Toxoplasma qondíí

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodepnimidos con encefalitis

toxoplásmica. De estos 10 no recibían

toxoplásmica en el momento de la extracción y 6 llevaban

más de una semana con terapia antitoxoplásmica.

Grupo 1 0/70

Grupo II 0/70

Grupo III 0/63

Grupo IV 1/16

Sensibilidad: 6 ,25%

Especificidad: 100%

Grupo IV
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Tratados:

Sensibilidad: 0%

No tratados:

Sensibilidad: 9,09%

5.5.- Desarrollo de métodos de ELISA para la detección

de anticuerpos

5 .5 .1 . - Estandarización

5.5.1.1.- Determinación de la cantidad de

tacxuizoitos necesaria para tapizar de la placa

.

En distintos pocillos de la placa de ELISA se depositaron

cantidades de taquizoitos variables de 10.000, 100.000

y í.o@o.ooo. sobre estos se ensayaron sueros con

presencia conocida de anticuerpos y sin anticuerpos, como

los resultados fueron semejantes para las distintas

concentraciones, se eligió la cantidad media de 100.000

taquizoitos para tapizar las placas de ELISA.

5 .5 .1.2 . - Valor umbral de los métodos de ELISA para

la detección de anticuerpos en ratones

:

Como valor umbral se empleó la media de sueros de ratones

sin infección por Toxoplasma gondii más dos desviaciones

típicas.

5.5.1.3. - Valor uníbral de los métodos de ELISA para

la detección de anticuerpos en pacientes humanos

:

Como valor umbral se empleó la media de sueros de

ratones sin infección por Toxoplasma gondíi más dos

desviaciones típicas. Como controles adicionales se

introdujeron controles suministrados por Sorin de las

distintas inmunoglobulinas.
* Para asegurar la reproductibilidad de los resultados

tanto dentro de la misma prueba como en pruebas

distintas, se realizaron controles de la técnica con

sueros con presencia de antígenos conocida y sueros

negativos tanto colocándolos en distintas posiciones de

la placa de ELISA como realizando las determinaciones dos
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días consecutivos

5.5.2.- Estudio de la Lcr O

5,5.2.1.- En ratones

.

El valor umbral se estableció en la media de los

sueros negativos de control más dos veces la desviación

típica, los resultados se expresan como el cociente entre

los valores obtenidos en la muestra problema y el valor

umbral, por lo que cualquier valor mayor a 1 es

considerado positivo.

5.5.2.1.1.- Ratones inoculados por la cepa Rif

Día 1 postinoculacion 0.67 (-)

Día 3 postinoculacién 0.67 (-)

Día 5 postinoculación 0.76 (-)

Día 7 postinoculacic5n 1.11 (+)

5.5.2.1.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Día 1 postinoculación 0.76 <->

Día 3 postinocuJ.ación 0.76 (-3

Día 15 postinoculación 3.14 (+3

Día 22. postinoculación 6.47 (+3

Día 30 postinoculación 6.26 (+3

Día 45 postinoculación 6.35 (+3

Día 60 postinoculación 6.38 (+3
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5.5.2.1.3.~ Ratones con infección crónica

reactivada

Día O postinnunosupresión 6.389-)

Día 7 postinnunosupresión 5.32 9-)

Día 14 postinnxunosupresión 4.08 <+>

Día 21 postininunosupresión 3.58 (+)

La producción de Ig G aparece aproximadamente al

cabo de ‘7 días después de la primoinfección por

Toxoplasma gondil; se produce en las primeras fases de

la infección un aumento en el título de anticuerpos. En

fases de reactivación de toxoplasmosis crónica, debido

al estado inmunológico del sujeto, no se produce aumento

en el título de anticuerpos Ig G.

5.5.2.1.4.- Ratones sanos

5.5.2.2.- En pacientes humanos

Grupo 1: Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasma gondil

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasnia gondii

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica
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ELISA IgG Microaglut

Grupo 1 ‘70/70 70/70

Grupo II 3/70 0/70

Grupa III 34/63 29/63

Grupo IV 16/16 16/16

La IgO aparece en todos los casos de encefalitis

toxoplásmica. En cuanto a los otros grupos estudiados los

resultados entre las dos técnicas son concordantes en

esencia, sin embargo se observa una mayor sensibilidad

de la técnica de ELISA sobre la microaglutinacion.

5.5.3.- Estudio de la IgM

5.5.3.1.- En ratones

.

El valor umbral se estableció en la media de los sueros

negativos de control más dos veces la desviación típica,

los resultados se expresan como el cociente entre los

valores obtenidos en la muestra problema y el valor

umbral, por lo que cualquier valor mayor a 1 es

considerado positivo.

5.5.3.1.1.- Ratones inoculados por la cepa PH

Día 2. postinoculacic5n

Día 3 postinoculación

Día 5 postinoculación

Día 7 postinoculación 2.58 (±>
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5.5.3.1.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Día 1 postinoculación 0.86 (->

Día 3 postinoculacién 0.90 (-)

Día 15 postinoculación 1.32 (-fi

Día 21 postinoculación 1.14 (¾

Día 30 postinoculación 1.05 (±)

Día 45 postinoculación 1.30 (¾

Día 60 postinoculación 1.66 (±)

5.5.3.1.3.- Ratones con

reactivada

infección

Día O postinmunosupresión

Día 7 postiwnunosupresic5n

Día 14 postinaunosupresión 2.64 (+)

Día 22. postinmunosupresión 1.75 (±)

5.5.3.1.4.- Ratones sanos

Las JEg ¡‘4 aparecen antes que las Ig G en la

primoinfección por Toxoplasma gondii; sin embargo se

mantienen durante mucho tiempo en el suero.

5.52.2.- En humanos

.

Grupo 1: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
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frente a Toxopianni¿i goiidii

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplásmica

ELISA IgM ISAGA

Grupo 1 0/70 0/70

Grupo II 0/70 0/70

Grupo III 0/63 0/63

Grupo IV 0/16 0/16

Sensibilidad: 0%

Especificidad; 100%

5.5.4.- Detección de Ici A

5.5.4.1.- En ratones

5.5.4.1.1.- Ratones inoculados con la

Día 3. postinoculación 0.38 (fi

Día 3 postinoculacián 0.89 U>

Día 5 postinoculacián 1.35 (+>

Día 7 postinoculación 1.98 (+)
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5.5.4.1.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Día 1 postinoculación 0.86 <-)

Día 3 postinoculación 0.90 (-)

Día 15 postinoculación 0.86 (+)

Día 21 postinoculación 1.65 9->

Día 30 postinoculación 1.47 (¾

Día 45 postinoculación 1.18 (+)

Día 60 postinoculación 1.32 (+)

5.5.4.1.3. - Ratones con infección crónica

reactivada

DLa O postinmunosupresión 1.66 (4-)

Día 7 postininunosupresión 1,48 (±)

Día 14 postmnnunosupresión 1.78 (±>

Día 21 postinmunosupresión 1.56 (+)

5.5.4.1.4.- Ratones sanos

N0 ratones Ig A

25 0/25

Las Ig A aparecen antes que las Ig G en la

primoinfección por Toxoplasma gondíi; se mantienen

durante mucho tiempo en el suero, incluso después de la

fase aguda de la enfermedad.
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5.5.4.2.- En pacienUnJJJw~kWOS

.

Grupo T : Pacientes innuxiioconipfltelltes

frente a Toxoplasmna gondid

Grupo II: Pacientes inmunocoiflpetentes

frente a Toxoplasnia gondii

Grupo ITT: Pacientes inniunodeprirnidos

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica

Grupo 1 6/70

Grupo II 0/70

Grupo III 2/63

Grupo IV 3/16

Sensibilidad: 18, 75%

Especificidad: 96,05%

5.6.- Estudio de la avidez de la Ig G

5.6.1.- En ratón

5.6.1.1.- Ratones inoculados por la cepa Rbi

Día 1 postinoculacién

Día 3 postinoculación

Día 5 postinoculación

Día 7 postinoculación 3,8%-

106

con anticuerpos

sin anticuerpos

sin encefalitis

con encefalitis



5.6.1.2 - Ratones inoculados con la cena

Día 2. postinoculacic5fl

Día 3 postinoculación

Día 15 postinoculación 5,4%

Día 21 postinoculación 12,5%

Día 30 postinoculación 5,8%

Día 45 postinoculación 5,8%

Día 60 postinoculación 1,7%

5.6.1.3.- Ratones con infección crónica reactivada

Día O postinmunosupresión 1,7%

Día 7 postinmunosupresión 12,5%

Día 14 postinxnunosupresión 10,9%

Día 21 postinmunosupresión 12,5%

5.6.2.- En pacientes humanos

.

Grupo 1: Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasmna gondil.

Grupo IT: Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasnia gondil.

Grupo ITT: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica.

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplásmica.

Grupo V: Pacientes inmunocompetentes con presencia de Ig

LVI residual no asociada con infección aguda.

Grupo VI: Pacientes inmunocompetentes con primoinfección
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por Toxoplasrna gondii demmn~t taita por seroconversión.

Alta avidez Baja avidez

Grupo 1 67/70 3/70

Grupo II

Grupo III 33/34 1/34

Grupo IV 16/16 0/16

Grupo V 24/25 1/25

Grupo VI 0/4 4/4

Presencia de anticuerpos de baja avidez en casos de

primoinfección por Toxoplasma gondil

Sensibilidad: 100%

Especificidad: 96%

Presencia de anticuerpos de baja avidez en casos de

encefalitis toxoplásmica

Sensibilidad; 0%

5.7.- Detección del AflN del parásito mediante la reacción

en cadena de la polimerasa (POR)

5.7.1.- Optimización de los procedimientos de

extracción

.

5.7.1.1.- En muestras de sangre periférica

.

* Se ensayaron los distintos procedimientos de extracción

a sangres no coaguladas por la adición de EDTA a las que

se les añadió diluciones seriadas de líquido peritoneal

con Toxoplasma gondíi. Cada procedimiento de extracción

fue ensayado con 4 tubos, el primero tenía lOCul de

líquido peritoneal de ratón inoculado con la cepa RH, el

segundo 50 ul, el 30 25 ul y el cuarto es utilizado como

control positivo.
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Se ensayaron las E3lqIlIeIltes técnicas:

1.- Proteinasa 1<, lisis alcalina y extracción fenol/

cloroformo.

2.- Proteinasa K, lisis alcalina y extracción con Gene

Olean

3.- Proteinasa K y lisis alcalina

4.- EDTA y hervir

5.- Lavar con PBS y hervir

6.- Separación de leucocitos con ISOLYMPH, proteinasa K,

lisis alcalina y extracción con fenol/cloroformo.

7.- Separación de leucocitos con ISOLYt4PH, proteinasa 1<,

lisis alcalina y extracción con Gene Olean.

8.- Separación de leucocitos con Histopaque, proteinasa

K, lisis alcalina y extracción con fenol/cloroformo.

9.- Separación de leucocitos con Histopaque, proteinasa

K, lisis alcalina y extracción con fenol/cloroformo.

10.- Wizard Genomic DNA Purification KTt.

* Cada procedimiento se realizó por duplicado, uno con

sangre refrigerada y otro con sangre congelada y

descongelada (se rompen los hematíes)
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1000 500 250

O

OC lOaN SON 25N UN

1 + -4- 4 - + + + -

2 + + - - + -4- - -

3 + - - - + +

4 + - - -

5 + - - - + - -

6 + + - + + + -

7 + + - - + + + -

8 + + 4- - + + + -

9 + + - - + + 4- -

10 4- + + - 4- + + -

O: Sangre sometida a un proceso de

congelación/descongelación

N: Sangre conservada en la nevera

Los procedimientos más efectivos de extracción de

ADN son los 1, 6, 8, 10 y no hay diferencias marcadas

entre mantener la sangre en la nevera (24 horas) o

congelar y descongelar la muestra.

5.7.1.2.- En muestras de líquido cefalorraquideo

* A una mezcla de líquidos cefalorraquideos obtenidos por

diferentes causas de pacientes humanos se añadió

diluciones seriadas de líquido peritoneal de ratón

inoculado con la cepa RH de Toxoplasnia gondil, cada

método de extracción de ADN se valoró en cuatro

fracciones, la 1~ con 100 ul de líquido peritoneal, la

20 con 50 ul, la 3<3 con 25 ul y la 40 sin líquido

peritoneal.

Se ensayaron las siguientes técnicas:

1.- Hervir

2.- Proteinasa K y hervir

3.- Proteinasa 1<, hervir y extracción con
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fenol/cloroformo.

5.7.1.3.- Determinación del límite de detección

.

* A partir taquizoitos de la cepa Rbi previamente

purificados de líquido peritoneal de ratón, se ha

realizado el límite de detección utilizando como

diluyente de los taquizoitos tampon de resuspensión (0,ÍM

Tris-HOl pH(S), 0,OlM EDTA pH(S)), se ha establecido en

5 taquizoitos/ muestra.

5.7.2.- Aplicación de la reacción en cadena de la

polimerasa a muestras de sangre periférica obtenida

en modelos animales

.

Se emplearon las siguientes técnicas:

li- Proteinasa K, lisis alcalina y extracción con

fenol/cloroformo

6.- Separación de leucocitos con ISOLYMPH, proteinasa K,

lisis alcalina y extracción con fenol/cloroformo

8.-Separación de leucocitos con Histopaque, proteinasa

1<, lisis alcalina y extracción con fenol/cloroformo.

10.- Nizard Genomic DNA Purification Kit.
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5 A . btrnÁZ¿~kQflS.M& IliQutil <idos por la cena Mi

TljT 6 8 10

Dia 1 postínoculación + + + +

Día 3 postinoculación + + + +

Día 5 postinoculación + -4- + +

Día 7 postinoculación -4- + + +

7: Técnica empleada en la del ADN

5.7.2.2.- Ratones inoculados con la cena 868

~T 1< T 8 ~T ioj

Día 1 postinoculación - - - -

Día 3 postinoculación + + + +

Día 15 postinoculación + + + +

Dia 21 postinoculación + + + +

Día 30 postinoculación + - - +

Día 45 postinoculación + - - -

Día 60 postinoculación - - - -

T: Técnica empleada en la extra cci ónde 1
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SA .2 .3. -- Ratones con infección crónica reactivada

.

T 1 IT 6 IT 8 ~T 101

Día O postinmunosupreaión - - -

Día 7 postinmunosupresión + + +

Día 14 postinmunosupresión + + + +

Día 21 postinmunosupresión + + + +

tE: Técnica empleada en la extracción del ADN

5.73.- Aplicación de la POR a muestras de líquido

cefalorrapuideo de pacientes seleccionados

.

Grupo 1; Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasma gondil

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes

frente a Toxoplasma gondii

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos

toxoplásmica

2 ~T 3

Grupo 1 0/70 0/70

Grupo II 0/70 0/70

Grupo III 0/63 0/63

Grupo IV 10/16 8/16

T: Técnica empleada en

Técnica 2:

Sensibilidad; 62,5%

Especificidad; 100%
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Técnica 3:

Sensibilidad; 50%

Especificidad: 100%

Grupo IV

T2 T3

Sin terapia 9/11 7/11

Con terapia 1/5 1/5

T: Técnica empleada en la extracción del ADN

Sin terapia:

Técnica 2: Sensibilidad: 81,8% Especificidad: 100%

Técnica 3: Sensibilidad: 63,63% Especificidad: 100%

Con terapia;

Sensibilidad: 20%

Especificidad: 100%

1.. 14



5.8. - Quimioterapia

5.8.1.- Macrólidos

‘79 cl.

pi.

1020

cl.

p.’.

2130 cl.

~L1.

Infec

residuala

O O - (0)

Espi rami cina

200 mg/kgc

100 mg/kgu

100

90 100

Azitromicina

200 mg/kgc O O O - (0>

Roxi tromicina

200 mg/kgc

200 mg/kg~

100

0 0 10 + (61>

Claritromicina

200 mg/kg0

100 mg/kg’

0

0

0

0

30

20

+(100)

+(l00)

Miokamicina

200 mg/kg0

100 mg/kg”

100

100

a Entre paréntesis se indica la mortalidad entre los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes.
b Porcentaje de mortalidad

O Cada 24 horas

d Cada 12 horas

cl. pÁ. :días postinfección; F/S: pirimetamina/sulfadiazina
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5.8.2.- Olindarnicina

79 cl.
p.i.

10-20 d.
p~i.

2130 d.
p.1.

Infecc.
residuala

Testigo

P/S

4/250 mg/kg O O O - (0>

E spi rami cina

200 mg/kgc

100 mg/kgd

100

90 100

01 indamicina

200 mg/kgc

200 mg/kgd

50

10

100

40 60 + (100>

Entre paréntesis se indica la mortalidad entre los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes.
b Porcentaje de mortalidad

C Cada 24 horas

~ Cada 12 horas

cl. p.i. :días postinfección; P/S:pirimetamina/sulfadiazina
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5 . 8 .3 — Minqqi cl ma

7-9 d.

p.i.

10-20 d.

p.1.

21-30 cl.

P.i.

Infecc.

residuala

Testigo 100¾

P/S

4/250 mg/kg O O O - (O)

Espiramicina

200 mg/kg0

100 mg/kgd

100

90 100

Minociclina

200 mg/kg0

200 mg/kgá

O

O

O

O

O

O

- (0)

- (0)

Entre paréntesis

receptores de tejido cerebral
Porcentaje de mortalidad

O Cada 24 horas

d Cada 12 horas

d. p.i. :dias postinfección; P/S :pirimetamina/sulfadiazina
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5.8 4 - (hxinolonas

7-9 d.

p.i.

10-20 cl.

Vi.

21130 cl.

p.i.

Infecc.

residuala

Testigo

p/S

4/250 mg/kg O O O - (0)

Espiramicina

200 mg/kg0

100 mg/k&

100

90 100

Ciproflox.

200 mg/kg0

200 mg/kg4

100

100

Norfloxac.

200 mg/kgc

200 mg/kg4

100

100

Of loxac.

200 mg/kgc

200 mg/kg4

100

100

Lomefloxac.

200 mg/kgo

200 mg/kgd

100

100

- - Entre paréntesis se indica la mortalidad encre los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes
¾ Porcentaje de mortalidad

Oada 24 horas ~

p1. postinfección;

Cada 12 horas

P/S: pirimetamina/sulfadiazina

6.- DISCUSION

6.1.- General
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6.1. - General

La toxoplasmosis es una zoonosis extendida por todo

el mundo, el hombre actúa como hospedador intermediario

en el ciclo biológico de Toxoplasnia gonciii. En humanos,

la prevalencia de seropositividad de anticuerpos frente

a Toxoplasma gondil se incrementa con la edad, y no hay

diferencia entre los sexos. En Países como El Salvador,

Tahití o Francia la prevalencia llega al 90% en la cuarta

década de la vida, en EEUU la prevalencia oscila entre

el 3 y el 70* en adultos y en España la prevalencia

ronda el 50% en adultos.

Las dos rutas principales de transmisión de

Toxoplasma gondii son la oral y la congénita. El 25% de

los corderos y el 25% de los cerdos presentan quistes

tisulares en su carne, mientras que raramente se aísla

de carne de vaca (11) . Por tanto la ingestión de carne

con quistes tisulares, o de verduras con ooquistes son

las dos formas más frecuentes de infección en humanos.

Las infecciones producidas por Toxoplasma gondil en

el hombre son asintomáticas en su gran mayoría, solamente

el 10-20% de las infecciones en adulto no inmunodeprimido

son sintomáticas (35) y cuando estos síntomas aparecen

son leves y autolimitados. Sin embargo, en determinadas

situaciones, la infección por Toxoplasma gondii adquiere

gran importancia clínica, esto sucede cuando la infección

se produce durante el período de gestación, por la

posibilidad de que se produzca daño fetal y cuando se

produce una primoinfección, ya sea por una primoinfección

o una reactivación de una toxoplasmosis crónica en un

suj eto severamente inmunodeprimido.

Con la aparición de la pandemia por el virus de la

inmunodeficiencia humana (Huy) , la toxoplasmosis se ha

convertido en una de las enfermedades más frecuentes en

este tipo de pacientes y de más difícil diagnóstico. La

encefalitis toxoplásmica en pacientes ETV casi
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invariablemente resulta de la reactivación de4nfecciones

latentes (42> la ruptura intermitente de los quistes en

el cerebro junto a la respuesta inmune no adecuada

origina la reactivación local.

La incidencia de encefalitis toxoplásmica se

correlaciona directamente con la prevalencia de

anticuerpos anti-toxoplasma en la población y el estado

de la infección por 1-11V de los individuos de la

población. La prevalencia entre los pacientes HIV en EEUU

oscila entre el 15 y el 40% (46) y llega al 96% en

ciertas áreas de Africa y de Europa (47)

Aproximadamente, el 45% de los enfermos 111V con

anticuerpos frente a Toxoplasma desarrollan encefalitis

toxoplásmica (48) por lo que en áreas de alta prevalencia

de anticuerpos frente a Toxoplasma gondil pueden

desarrollar encefalitis toxoplásmica entre el 25 y el 50%

de los pacientes 111V (46)

La mayor incidencia de encefalitis toxoplásmica se

produce en pacientes con menos de 100 0D4/mm3 (43,49).

También puede adquirirse la infección por Toxoplasma

gondil después de estar infectado por 111V

(primoinfección) ; en este caso, la seroconversión ocurre

entre el 2 y el 5,5% de los casos (50,51). Estos sujetos

están expuestos a sufrir encefalitis toxoplásmica.

El diagnóstico de la encefalitis toxoplásmica en

pacientes inmunodeprimidos es difícil mediante los

procedimientos existentes en la actualidad, el cultivo

del parásito es difícil y la serología tradicional

aparece como de poca utilidad debido a la deficiencia del

sistema inmune que presentan estos pacientes. Oomo esta

patología es bastante frecuente, sobre todo en pacientes

con fases avanzadas de HTV, es necesario desarrollar

métodos diagnósticos alternativos que eviten la

instauración de tratamientos innecesarios.

6.2. - Sobre el modelo experimental.

Para el estudio del diagnóstico de la toxoplasmosis
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es necesario la instauración de modelos animales que

reproduzcan las distintas situaciones clínicas que

existen en la enfermedad. En este trabajo hemos

establecido tres modelos animales que pretenden abarcar

las situaciones clínicas más importantes que aparecen en

humanos. La primoinfección con síntomas clínicos

importantes, análoga a la que puede producirse en un

paciente inmunodeprimido, se ha desarrollado mediante la

inoculación por vía intraperitoneal de taquizoitos de la

cepa RE, una cepa muy virulenta de Toxoplasma goncZíi.

Ouando se produjo la muerte de los ratones se observó la

presencia de abundantes taquizoitos en el líquido

peritoneal. Este modelo es utilizada por la mayoría de

los autores debido a que la cepa RE es una de las cepas

de referencia de Toxoplasma gondil.

El segundo modelo que hemos desarrollado refleja la

situación que se produce en la mayoría de los casos de

infección humana por Toxoplasma gondii: la infección

crónica. Tras la inoculación por vía oral de quistes

tisulares de una cepa silvestre de Toxoplasma gondii,

aislada del cerebro de un gato, aparecen en el cerebro

y tejido muscular de ratones inmunocompetentes quistes

tisulares y en el suero se detecta la presencia de

anticuerpos frente al parásito. Este modelo con otras

cepas es utilizado por muchos autores.

El tercer modelo es el que refleja la toxoplasmosis

crónica reactivada, y se establece sometiendo a un

proceso de inmunosupresión ratones crónicamente

infectados con cepas cistógenas de Toxoplasma gondhl,

hasta lograr la reactivación de la toxoplasmosis. Sin

embargo, no existe un proceso de inmunosupresión

aceptado por todos los autores, sino que existen formas

muy variadas de provocar la reactivación de la

toxoplasmosis -

Gazzinelli y cols. consiguen la reactivación

mediante el empleo de anticuerpos anti interferon gamma
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o empleando anti—CD4 en combinación con anti-ODS (80).

Suzuki y cols. también la consiguen mediante el empleo

de anticuerpos monoclonales contra interferón-gamma

endógeno en ratones crónicamente infectados con

Toxoplasma gondíí (81) . Volímer y cols. establecen un

modelo de encefalitis toxoplásmica mediante la deplección

selectiva de los linfocitos T-4 (células con 0D4) . [84)

Araujo también emplea anticuerpos monoclonales contra los

linfocitos L3T4~ (0D4) (87)

Además del empleo de anticuerpos monoclonales, se

han desarrollado otros sistemas para provocar la

reactívación de la toxoplasmosis. Pomeroy y cols. la

producen mediante una infección concomitante por

citomegalovirus, con lo que consiguen la reactivación

a nivel pulmonar fundamentalmente (82> . Hoff in y cols.

recurren a la inoculación intracerebral de taquizoitos

y posterior inmunodepresión con cortisona o

ciclofosfamida o ciclosporina (83) - Hulinska y cols.

consiguen la reactivación de la toxoplasmosis mediante

el empleo de cortisona (85)

La diferencias de procedimientos, tanto por el

empleo de diferentes anticuerpos monoclonales, como por

el empleo de distintos fármacos inmunosupresores hace que

nosotros ensayemos un sistema mixto con anticuerpos

monoclonales anti-linfocitos T-4, junto con tratamiento

inmunosupresor con ciclosporina y cortisona. La

reactivación produce la muerte de los ratones con

infección crónica entre los días 20 y 25 de iniciar el

tratamiento inmunosupresor, no afectando a los controles

no infectados. El desarrollo de otras infecciones se

previene en lo posible mediante la administración de un

antibiótico de amplio espectro, como es la

ciprofloxacina, que no afecta a Toxoplasma gondil. Los

cerebros fueron estudiados histológicamente y se conf irmó

la existencia de reactivación. El modelo, aunque menos

selectivo que los revisados anteriormente con anti gamma
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interferon y anti TOD, reproduce la recrudescencia

toxaplásmica cerebral, con encefalitis

histopatologicamente comprobada.

En cuanto a los pacientes utilizados en el estudio,

se han establecido los grupos que reflejan las

situaciones clínicas más importantes que nos podemos

encontrar. Entre los sujetos adultos inmunocompetentes,

se han elegido sujetos con anticuerpos frente a

Toxoplasma gondil, característicos de una infección

crónica, y sujetos no infectados por Toxoplasma gondii

(sin anticuerpos específicos)

En cuanto a los sujetos inmunodeprimidos, se han

dividido en dos grupos en función de los datos clínicos,

radiológicos y de respuesta al tratamiento específico

administrado. Para la confirmación de encefalitis

toxoplásmica se acepta como suficiente la compatibilidad

entre estos tres datos, ya que las biopsias cerebrales,

para el diagnóstico de la toxoplasmosis, se han

desestimado en los últimos años, debido a que el riesgo

que conllevan para el paciente no compensa los resultados

diagnósticos obtenidos. Los criterios clínicos y de

imagen radiológica, conf inflados por respuesta positiva

al tratamiento han sido empleado por muchos autores, como

Dannemann y cois. <101), Hassl y cols. (102), Oandolfi y

cols. (103), etc. Novati y cois., por su parte, trabajan

con un grupo de pacientes con encefalitis toxoplásmica

confirmada mediante biopsia cerebral y otro grupo en la

que se confirmó por respuesta al tratamiento e imágenes

sugerentes en TAO (135)

6.3.- Sobre la detección de antígenos circulantes en

el líquido cefalorraguideo

La detección de antígenos circulantes en los

líquidos biológicos de sujetos con toxoplasmosis activa

como método diagnóstico ha surgido como una herramienta

con grandes perspectivas de éxito. Diversos autores han

desarrollado sistemas de detección de antígenos, que se
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basan en métodos serológicos tradicionales, así, rachado

y cols. utilizan el método de coaglutinación con proteina

A estafilocócica (91), mientras que Hafid y cols. y Nakao

y cols. utilizan el método de la

contrainmunoelectroforesis (95,99) y Suzuki y cois. un

sistema de aglutinación con latex (97)

Sin embargo, la mayoría de los autores utilizan el

sistema de ELISA debido a las muchas ventajas técnicas,

de sensibilidad y de reproductibilidad que presenta sobre

el resto de los sistemas. Entre los que emplean métodos

de ELTSA hay algunos autores que utilizan anticuerpos

monoclonales contra alguna proteína específica del

taquizoito de Toxoplasma gondií, lo que les confiere una

gran especificidad, mientras que otros emplean

anticuerpos policlonales obtenidos por hiperinmunización

de animales de laboratorio y posterior purificación,

estos sistemas aumentan en la sensibilidad porque se ha

demostrado que los antígenos circulantes que aparecen en

los líquidos biológicos tras la infección aguda por

Toxoplasma gondíi son múltiples. Tse y cois. analizan los

antígenos circulantes de Toxoplasma gondii por

cromatografía líquida de alta resolución y muestra 4

tipos distintos de antígenos entre 400.000 y 45.000 0.

(98) . Muller y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en ratones y conejos, tras inoculación de la

cepa Rbi y la cepa HanR de Toxoplasma gondhl, mediante un

método de ELISA que emplea anticuerpos monoclonales,

solamente detecta la presencia de éstos en los animales

inoculados con la cepa cistógena (95)

Los sistemas que emplean anticuerpos hiperinmunes

policlonales carecen de la especificidad que confiere los

monoclonales. En nuestro ELISA hemos utilizado sueros

hiperinmunes obtenidos de conejo y de cobaya, capaces de

detectar muchos de los antígenos de Toxoplasma. Sin

embargo, al estudiar 25 sueros de 25 ratones sanos (no

infectados) hemos detectado de 2 falsos positivos.
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El límite de sensibilidad de las técnicas

desarrolladas por los distintos autores varía en función

de los anticuerpos empleados en el sistema de detección

y del valor urnbral establecido. Nuestro sistema obtiene

un límite de detección de 300 ng/ml de muestra, que es

comparable al obtenido por otros autores, Fachado y cols.

logra un límite de sensibilidad de 118 ng/ml (91> . Ise

y cols. establecen que el límite de detección de su

sistema es de 250 ng/ml (98) - Si se emplean anticuerpos

monoclonales en el sistema de ELISA, el límite de

sensibilidad disminuye mucho, debido a que unicamente

detecta la presencia de una proteina, así Asai y cols.

obtienen un límite de sensibilidad de 0,3 ng/ml (209)

Sin embargo, a pesar de la diferencia de sistemas

empleados, los resultados obtenidos por los distintos

autores son superponibles. En nuestro trabajo, cuando

realizamos la detección de antígenos circulantes en casos

de primoinfección por inoculación de taquizoitos de la

cepa RE de Toxoplasnia gondil, detectamos la presencia de

éstos desde el primer día postinoculación hasta la muerte

de los ratones. Acebes y cols. mediante un ELISA, los

detectan a partir del segundo día postinoculación hasta

la muerte de los ratones (93) . Fachado y cols. estudian

la presencia de antígenos de Toxoplasma gondíl en orina

y encuentra resultados positivos al segundo día

postinoculación (91)

Hassl y cols. trabajan con cuatro modelos de

toxoplasmosis experimental murina, producidos por

inoculación intraperitoneal de taquizoitos de 4 cepas

distintas de Toxoplasma gondii; estos autores detectan

antígenos circulantes, a niveles de ng/mí, en los cuatro

casos desde el primer día postinoculación (91) . Hafid y

cois. con animales infectados con la cepa RE, mediante

el método de contrainmunoelectroforesis observan el

número medio de líneas de precipitación que se incrementa

de 1,6 a los 4 días a 5,8 líneas el séptimo día (95).
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Asai y cois. investigan la presencia del enzima

nucleotido fosfato hidrolasa mediante un sistema de ELTSA

utilizando anticuerpos monoclonales y suero de ratones

infectados con la cepa RH, detectan el enzima en el suero

el día 1 postinoculación, alcanzando concentraciones de

30 ng/ml el día 5 postinfectación (209) . Nakao y cois.

estudian la presencia de antígenos circulantes, en

ratones inoculados con la cepa RH mediante la técnica de

la contrainmunoelectroforesis. En los ratones inoculados

intraperitonealmente, los antígenos circulantes aparecen

en el segundo día postinoculación y se mantienen hasta

la muerte de los ratones (99) . Turunen y cols. utiliza

un sistema de ELISA en casos de toxoplasmosis

experimental murina y detectan la presencia de antígenos

en tejido al primer día posinoculación y aparecen en

suero y en orina al segundo día postinoculación (100)

Cuando estudiamos la detección de antígenos

circulantes en el modelo de toxoplasmosis crónica en

ratones inmunocompetentes, obtenemos en nuestro trabajo

la presencia de antígenos circulantes entre los días 15

a 45 postinoculación, mientras que en los primeros días

postinoculación y al cabo de 60 días no detectamos su

presencia. Otros autores obtienen resultados semejantes,

Acebes y cols. tras inoculación de la cepa T626 que

produce una toxoplasmosis crónica, detecta la presencia

de antígenos a los 13 días después de la inoculación. (93)

Hassl y cols. estudian la aparición de antígenos

circulantes en conejos tras inoculación de quistes de

Toxoplasma gondii por vía oral, aparecen antígenos a las

5 y a las 8 semanas postinoculación. (96) Asai y cols.

trabajan con ratones inoculados intraperitonealmente con

quistes de la cepa Beberley, y mediante un sistema de

ELISA que utiliza anticuerpos monoclonales contra un

enzima del taquizoito, detectan la presencia del enzima

en el día 3 y el pico se observa en el día 10 con 89

ng/mí; el enzima decrece y desaparece de circulación el
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día 56 (209)

Cuando evaluamos la detección de antígenos

circulantes en ratones inmunodeprimidos, observamos la

presencia de antígenos circulantes desde el día 7

postinmunodepresión hasta la muerte de los ratones. Los

autores que han estudiado esta situación han empleado

distintos modelos de inmunosupresión, por lo que los

resultados son menos comparables. Suzuki y cols. estudian

la presencia de antígenos circulantes de Toxoplasma

gondhi en ratones atímicos inoculados con una cepa no

virulenta del parásito, detectando su presencia en las

semanas 1 y 3 postinoculación (97) . Nakao y cols. en

ratones inoculados con la cepa Rbi y sometidos a

tratamiento inmunosupresor detectan la presencia de

antígenos circulantes (99)

Por tanto, a pesar de la gran variedad de técnicas

empleadas en la detección de antígenos circulantes en

modelos animales, con grandes variaciones entre ellas en

cuanto sensibilidad y especificidad, esta posibilidad

diagnóstica presenta buenos resultados en modelos

animales, sin embargo, es necesaria la mejor purificación

y estandarización de las técnicas para evitar las

reacciones cruzadas que se producen en estas técnicas.

Cuando examinamos muestras procedentes de pacientes

humanos los resultados son muy distintos, ya que los

modelos experimentales no son absolutamente

superponibles. La inoculación por vía intraperitoneal de

taquizoitos de la cepa RH crea una primoinfección muy

grave en los ratones, que conduce la muerte de los

animales en un plazo de 3 a 10 días según la dosis

administrada, por lo que es un modelo que no es

superponible a ninguna situación clínica humana. Ouando

trabajamos con ratones infectados por vía oral con

quistes cepas cistógenas de Toxoplasma gondii, producimos

una gran infectación y detectamos los antígenos al poco

tiempo de establecerse la infección, mientras que en
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pacientes humanos la primoinfección puede producirse

muchos años antes de que se produzca la reactivación y

probablemente la infección se produce con dosis mucho más

bajas a las administradas a ratones, por lo que la

infección crónica por Toxoplasma qondhl y la posterior

reactivación es un proceso mucho menos agudo que el que

creamos en los modelos experimentales. Además, en los

modelos animales inmunodeprimidos, la inmunodepresión se

produce rápida e intensamente, mientras que la

inmunosupresión en pacientes 111V es un proceso gradual

y que dura muchos años.

Cuando estudiamos la detección de antígenos

circulantes en sueros de pacientes humanos obtenemos una

baja sensibilidad -12,5%- y debido a la falta de

especificidad de nuestro sistema y a la gran cantidad de

reacciones cruzadas que presentan los sueros de pacientes

con 111V, por la activación policlonal que sufren estos

pacientes obtenemos una especificidad del 93,10%. Cuando

evaluamos la técnica en líquidos cefalorraquideos de

pacientes humanos corroboramos su escasa sensibilidad

(6,25%), sobre todo en sujetos sometidos a terapia

antitoxoplásmica (0%) , mientras que obtenemos mejores

resultados en sujetos no tratados (9,09%), debido a que

el líquido cefalorraquideo es una muestra que presenta

mucho menos problemas de reacciones cruzadas, obtenemos

una buena especificidad (100%) - Existen trabajos de otros

autores con resultados variables, Dannemann y cois.

realizan un estudio prospectivo de antigenemia en 11

sueros de pacientes con 111V, no encuentra presencia de

antígenos en ninguno de ellos, incluso aunque dos

presentaban encefalitis toxoplásmica (101) - En cambio,

Hassl y cols. estudian la presencia de antígenos

circulantes en 232 sueros y 40 muestras de LCR

correspondientes a 125 pacientes con infección HIV en los

estados III y IV. Se detectó la presencia de antígenos

circulantes mediante un método de ELISA en 32 sueros de

130



20 pacientes (16% de las personas investigadas) , las

antigenemias se correlacionaban con los resultados

serológicos y los síntomas clinicos.(102), sin embargo,

este autor no establece criterios estrictos de

diagnóstico de encefalitis toxoplásmica, ya que no

realiza biopsias cerebrales ni considera la respuesta al

tratamiento como un criterio de encefalitis toxoplásmica.

Candolfi y cols., estudian 115 sueros de 19 pacientes con

inmunosupresión por ser receptores de trasplantes y que

clínica y serológicamente sufrían una reactivacién de la

toxoplasmosis, en 8 pacientes se detectó la presencia de

antígenos antes del incremento de los niveles de Tg G o

a la vez y en un paciente se detectó hasta su muerte. En

los demás casos, la presencia de antígenos desapareció

cuando aparecieron niveles elevados de Ig G por la

formación de inrnunocomplejos, por lo que observó que la

cinética de los antígenos es muy corta (103); este autor

obtiene mejore resultados porque estudia casos de

primoinfección, mientras que las encefalitis

toxoplásmicas en pacientes 111V son casi siempre

reactivaciones.

6.4.- Sobre el uso en el diagnóstico de la

determinación de la clase de anticuerpos <Ig G, Ig Id,

Ig A>.

La detección de anticuerpos, tanto los marcadores

serológicos clásicos como la Ig G y la Ig M, como los

nuevos marcadores surgidos, la Ig A y el estudio de la

avidez de la Ig & han sido evaluados en modelos animales

y en pacientes humanos.

La Ig G aparece en el modelo experimental de

primoinfección con una cepa virulenta de Toxoplasma

gondhi a los 7 días y cuando la infección se lleva a cabo

con una cepa cistógena, los resultados obtenidos son

semejantes, ya que no se detecta su presencia a los 3

días pero sí se detecta a los 15 días. En los modelos
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animales, incluso en tases graves de inmunodepresión, se

sigue detectando niveles de Tg O en suero a lo largo de

toda la infección. Acebes y cols. estudian la presencia

de Tg G e Ig ¡‘4 en un modelo de toxoplasmosis crónica y

detectan , al igual que nosotros la presencia de Ig G en

la toxoplasmosis crónica a bajas concentraciones y la

presencia de Ig M de forma variable (117)

Esto se observa también en los pacientes humanos

donde se detecta presencia de Ig O específica en el suero

de todos los pacientes con encefalitis toxoplásmica,

indicando que son más probablemente cuadros producidos

por reactivación de infección crónica y no por

prímoinfección. También observamos que las técnicas de

ELISA son más sensibles que las de microaglutinación para

el estudio de la Ig O. Otros autores obtienen resultados

semejantes. Derouin y cols., estudian, las respuesta de

anticuerpos en pacientes HTV, en el grupo de 62 pacientes

con toxoplasmosis activa confirmada por biopsia o

respuesta al tratamiento, encuentran anticuerpos Ig O en

61 pacientes (112)

En cuanto a la detección de Ig M en ratones,

observamos que aparece al 50 día postinoculación de

taquizoitos de la cepa Rbi y entre el día 3 y 15 tras la

inoculación de quistes de la cepa cistógena, la Ig ¡‘4 se

mantiene a niveles detectables en suero durante toda la

infección, Grant y cols. estudian la presencia de Tg M

en dos modelos de toxoplasmosis, en ratones y en ratas

(la resistencia natural que presenta la rata a la

infección por Toxoplasma gondil es comparable a la que

presenta el ser humano adulto) , encuentra que la Ig ¡‘4

alcanza un máximo en suero a los 40 días manteniéndose

después (118) . Esta gran permanencia de la Ig ¡‘4 frente

a Toxoplasma gonclil en suero, ha sido descrita muchas

veces en sujetos humanos que mantienen valores de Ig M

en suero hasta varios años después de la infección aguda

por Toxoplasnia gondil (105,106107,108,109,ll0)
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En pacientes inmunodeprimidos, en cambio, no se

produce habitualmente la respuesta inmunológica de

producción de Ig Nl ante una reactivación toxoplásmica.

En nuestro estudio, no se detectó la presencia de Ig NI

en ninguno de los pacientes con encefalitis toxoplásmica,

esto concuerda con lo señalado por otros autores. Derouin

y cols. examinan un grupo de 62 pacientes 111V con

toxoplasmosis activa confirmada por biopsia o respuesta

al tratamiento, encontrando la presencia de Ig Nl

solamente en tres pacientes. (112) Zufferey y cols.

estudian 47 pacientes HTV con reactivación toxoplasmica

y detectan la presencia de Tg M en el 6% de los pacientes

(116)

La respuesta de anticuerpos en sujetos

inmunodeprimidos es completamente distinta a la que se

produce en sujetos inmunocompetentes. Turunen y cols.

determinan anticuerpos frente a Toxoplasma gondhl en

sujetos inmunocompetentes mediante un sistema de ELISA;

27 de 103 donantes de sangre presentan anticuerpos tipo

Ig G y uno de ellos presenta además anticuerpos tipo Ig

NI. En casos de toxoplasmosis aguda en sujetos

inmunocompetentes se observa en la fase de infección

aguda una elevación de los niveles de Ig G que declinan

paulatinamente hasta que se estabilizan a los 2 años. Los

anticuerpos Ig Nl aparecen al principio de la infección

y aunque en algunos casos desaparecen a los 1-2 meses en

la mayoría de los casos se detecta su presencia al cabo

de 6 meses (115)

La Ig A ha surgido en los últimos años como una

herramienta a evaluar en el diagnóstico de la

toxoplasmosis. En nuestro estudio, aparece en los modelos

animales estudiados con una cinética semejante a la Tg

Nl, lo que coincide con otros autores, Grant y cols.

estudian la presencia de Tg Nl e Ig A en dos modelos de

toxoplasmosis, en ratones y en ratas y encuentra que la

íg Nl y la Ig A aparecen al tiempo, alcanzando un máximo
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en suero a los 40 días (118)

En sujetos humanos inmunocompetentes, se ha evaluado

la detección de Ig A en suero y Jaqueti y cols. observan

que permanece detectable después de finalizar la fase

aguda de la enfermedad, por lo que no se correlaciona con

infección aguda por Toxoplasma gonclíl (119) . Francis y

cols. estudian la presencia de Ig A y observan que se

mantiene en suero durante 6-7 meses y varía en cuanto a

grado y duración en cada paciente, siendo todos los

pacientes inmunocompetentes (120)

Nosotros hemos detectado la presencia de Tg A en

algunos sujetos inmunocompetentes (6/70) no

correspondiéndose su detección con infección activa, lo

que coincide con lo señalado por otros autores.

Cuando evaluamos la detección de Tg A en sujetos

inmunodeprimidos observamos que se detecta en 3 de 16

sujetos con toxoplasmosis activa pero también en 2 de 63

sin encefalitis toxoplásmica pero inmunodeprimidos, esto

concuerda con lo señalado por otros autores, Zufferey y

cols. estudian 47 pacientes MIV con reactivación

toxoplásmica y observan la presencia de Ig A en el 18%

de los pacientes (118) - Patel y cols. estudian la

detección de Tg A en pacientes HTV para establecer su

utilidad diagnóstica de infección aguda en este tipo de

pacientes y concluyen que tiene un valor limitado (121)

Pinon y cols. señalan que en sujetos inmunodeprimidos

pero no 1111V con toxoplasmosis activa se detectó la

presencia de Tg A en todos los casos mientras que en

pacientes con HP! y toxoplasmosis aguda detectan la

presencia de Ig A en el 38%, sin embargo, en sujetos MIV

y sin toxoplasmosis activa se detectó la presencia de ig

A en el 12% de los casos (124> -

6.5.- Sobre la utilidad en el diagnóstico de la avidez

de la 19 G.

El estudio de la avidez de Ig G ha demostrado su

utilidad en el diagnóstico de primoinfecciones, ya que
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aparecen anticuerpos de baja avidez en los primeros meses

de la infección. En los modelos animales ensayados en

nuestro estudio detectamos la presencia de anticuerpos

de baja avidez tanto tras inoculación de la cepa Rbi como

tras la inoculación de la cepa cistégena, esto indica la

utilidad de esta técnica en el estudio de las

primoinfecciones por Toxoplasma gondii. Nuestros

resultados confirman lo hallado por, entre otros, Francis

y cois. que ensayan el sistema de detección de la avidez

de los anticuerpos tipo Ig O en pacientes con

linfoadenopatías por Toxoplasma gondhi. Cuando el proceso

tiene menos de 3 meses de evolución , se detecta

anticuerpos de baja avidez (125> - Lappalainen y cois.

estudian sueros de mujeres embarazadas inmunocompetentes

con primoinfección por Toxoplasma gondhi y concluyen que

la avidez de las Ig O es el mejor procedimiento de

detectar primoinfecciones, presentando mejores resultados

para el diagnóstico de este cuadro en sujetos

inmunocompetentes que la detección de Tg Nl y de Tg A

(126) - Hedman y cols. estudian la avidez de los mismos

anticuerpos en cinco pacientes inmunocompetentes con

toxoplasmosis aguda y en 21 pacientes con toxoplasmosis

antigua, todos los pacientes son inmunocompetentes, en

los 5 con infección aguda encuentran anticuerpos de baja

avidez, mientras que en el resto de los casos los

anticuerpos Ig G presentan avidez alta (127)

Cuando evaluamos la avidez de TgG específica de

sujetos inmunodeprimidos, obtenemos que los anticuerpos

Tg O que poseen son de alta avidez, característicos de

infecciones antiguas, lo que confirma que las encefalitis

toxoplásmica estudiadas corresponden a procesos de

reactivación de una toxoplasmosis crónica. Como esto

parece ser el hecho más frecuente en la encefalitis

toxoplásmica en inmunodeprimidos es irrelevante.

Por tanto el valor de la detección de anticuerpos

para el diagnóstico de la encefalitis toxoplásmica es muy
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limitado, debido a que la respuesta inmune del huésped

está muy alterada, siendo la presencia de Ig G en suero

el único factor de pronóstico, ya que aumenta las

posibilidades de que en el futuro se desarrolle una

encefalitis toxoplásmica. Holliman y cois. realizan un

estudio serológico entre los pacientes HTV de Gran

Bretaña, llegando a la conclusión de que el 27% de ellos,

al tener anticuerpos antitoxoplasma tenían peligro de

desarrollar una reactivación y que se producía

primoinfección en un 0,5-1% de los pacientes (113). Grant

y cols. estudian la correlación entre la presencia de

anticuerpos antitoxoplasma y el desarrollo de

reactivaciones, encuentran anticuerpos en el 32% de los

sujetos, apareciendo encefalitis toxoplásmica en el 26%

de ellos en menos de dos años de evolución del HTV (114)

6.6.- Sobre el diagnóstico mediante POR.

Debido a la dificultad diagnóstica de esta

patología, la aparición la técnica de la reacción en

cadena de la polimerasa, crea nuevas espectativas de que

existan posibilidades de mejorar el diagnóstico. Sin

embargo, esta nueva tecnología no está estandarizada,

cada autor emplea un sistema distinto de extracción de

ADN, amplifica una región genómica distinta y realiza un

revelado propio.

Uno de los problemas de esta técnica es el peligro

de contaminación cruzada entre las muestras debido a la

gran cantidad de fragmentos de ADN amplificados que

pueden ser origen de una nueva amplificación, por lo que

se deben extremar las medidas de precaución.

En cuanto a la extracción del ADN a partir de las

muestras clínicas se han desarrollado un gran número de

procedimientos distintos con la finalidad de separar el

ADN del resto de los componentes celulares, con dos

objetivos, recuperar la mayor cantidad posible de ADN a

la vez que conseguir el menor número de otras sustancias

contaminantes que puedan inhibir la reacción de
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amplificación por interferencia la polimerasa. Además en

el caso de la sangre estos procedimientos adquieren mayor

importancia porque se ha demostrado que la hemina de los

hematies inhibe la reacción de amplificación. En el caso

del líquido cefalorraquideo debemos recuperar la mayor

cantidad de ADN posible, debido a la escasez de la

muestra, mientras que la presencia de sustancias

inhibidoras de la reacción es menos importante.

Previamente al procesamiento de la sangre obtenida

de los modelos animales establecidos, hemos realizado un

estudio preliminar en el que comparamos varios sistemas

de extracción de ADN. De todos los sistemas ensayados los

mejores resultados se obtienen con los sistemas;

tratamiento con proteinasa K, lisis alcalina y extracción

fenol/cloroformo; separación previa de leucocitos con

ISOLYMPH y tratamiento posterior con proteinasa K, lisis

alcalina y extracción con fenol/cloroformo; separación

de leucocitos con Histopaque y tratamiento posterior con

proteinasa K, lisis alcalina y extracción con

fenol/cloroformo y el sistema comercial desarrollado por

Promega llamado Wizard Genomic DNA Purification KIt.

Estos cuatro sistemas se caracterizan en general por ser

más complejos que los otros ensayados, pero son

necesarios cuando se procesan muestras de sangre, ya que

si empleamos procedimientos más simples no conseguiremos

la purificación adecuada del ADN.

También se realizaron ensayos preliminares para

establecer la mejor forma de extracción del ADN a partir

del líquido cefalorraquideo, observamos que las dos

formas mejores son el tratamiento con proteinasa K con

calentamiento a 1000 posterior y el mismo tratamiento con

posterior extracción con fenol/cloroformo.

En cuanto a la secuencia amplificada, hemos elegido

una secuencia repetida 35 veces y descrita por Burg y

cols. (131) del gen El, Wastling y cols. comparan dos

secuencias distintas correspondientes a los genes que
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codifican la proteína P30 del taquiz¿ito y el gen BT. La

amplificación del gen Bí es más sensible que la

amplificación del gen que codifica la proteína P30 (134)

La detección del fragmento del AUN amplificado

mediante la utilización de sonda con revelado

guimioluminiscente, hace que esta técnica pueda ser

empleada en los laboratorios que no dispongan de

instalaciones para la utilización de isótopos

radioactivos. En los primeros momentos del desarrollo de

la reacción en cadena de la polimerasa, las sondas

empleadas en

la detección del amplificado estaban marcadas con fósforo

32, esto limitaba mucho su uso clínico. La sensibilidad,

tanto en cuanto a límite de detección de la técnica como

a comparación entre nuestros resultados y los de otros

autores, confirma que el revelado quimioluminiscente es

tan sensible como el que utiliza fósforo 32, pero al

contrario que este no necesita de instalaciones

especiales para su empleo.

En cuanto al límite de detección de la técnica se

sitúa en 5 taquizoitos por mililitro de muestra, lo que

está en el rango de otros autores, Burg y cols. detectan

la presencia de un solo microorganismo cuando trabajan

con un lisado de parásitos, mientras que detectan la

presencia de 10 taquizoitos cuando trabajan con una

mezcla de parásitos y leucocitos a razón de 1 parásito

por cada í05 leucocitos (131) . Grob y cols. detectan la

presencia de 10 parásitos en 100 ul de muestra con gran

cantidad de otras células (140) -

La sangre obtenida de los modelos animales de

toxoplasmosis experimental fueron procesados por los

cuatro sistemas elegidos obteniendo por cualquiera de los

cuatro resultados comparables, en el modelo de

primoinfección por inoculación de taquizoitos de la cepa

Rbi, se detecta la presencia de AUN en el suero desde el

primer día postinoculación hasta la muerte de los
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ratones. En el modelo de inoculación de la cepa cistógena

por vía oral, aparece la presencia del AUN del parásito

en los leucocitos de la sangre al tercer día

posinoculación, detectándose hasta los 21 días extrayendo

el AUN por cualquiera de las técnicas ensayadas. En

cambio solamente se detectaba la presencia de AUN en los

días 30 y 45 por las técnicas más sensibles. En cuanto

al modelo de toxoplasmosis crónica reactivada, se detecta

la presencia de AUN del parásito a partir del día ‘7

postinmunosupresión por todas las técnicas probadas.

Otros autores han evaluado la utilidad de la

reacción en cadena de la polimerasa en modelos animales,

Weiss y cols. trabajan con un modelo de toxoplasmosis

murina aguda, detecta la presencia de taquizoitos en los

tejidos a los dos días después de la inoculación y en

sangre se detectan a los cinco días postinoculación. Hitt

y cols. comparan la utilidad diagnóstica en un modelo de

toxoplasmosis experimental en conejos de la reacción en

cadena de la polimerasa, el cultivo celular y la

inoculación a ratón. Procesan los leucocitos de sangre

periférica extraídos de los conejos inoculados y se

detectan la presencia del parásito en el 62% de las

muestras por inoculación a ratón, en el 37% por POR y en

el 25% por cultivo celular (132)

Cuando aplicamos el método en muestras de líquidos

cefalorraquideo de pacientes humanos, comprobamos que no

hemos tenido ningún problema de contaminación ya que,

además de los controles internos, en las muestras de

pacientes inmunocompetentes sin toxoplasmosis activa y

de pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplásmica no se detecté la presencia de AIJN de

Toxoplasma qondii (Especificidad 100%) . En cuanto a la

sensibilidad observamos que existen algunas diferencias

entre los dos procedimientos de extracción del AUN,

inclinándonos por realizar el sistema de extracción

número 2 (tratamiento con proteinasa K y calentamiento
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a 10000) y si el resultado es negatrvo, realizar en la

misma muestra el proceso 3 (extracción con

fenol/cloroformo a partir del último paso del proceso 2)

ya que son completamente compatibles.

Hay mucha diferencia entre los líquidos

cefalorraquideos de pacientes con tratamiento

antitoxoplásmico ya instaurado y en los no tratados. En

el primer caso obtenemos una baja sensibilidad (20%)

mientras que entre los no tratados la sensibilidad llega

al 81,8%. Esto se corresponde a lo señalado por otros

autores, Novati y cols. estudian 19 muestras de líquido

cefalorraquideo correspondientes a 19 pacientes con

encefalitis toxoplásmica confirmada mediante biopsia

cerebral y 16 líquidos cefalorraquideos de 16 pacientes

con encefalitis toxoplásmica confirmada por respuesta al

tratamiento y imágenes sugerentes en el TAO, obtienen

resultados positivos en 8/19 (42,1%) y 10/16 (62,5%)

respectivamente; entre los que habían recibido terapia

antitoxoplásmica durante más de una semana, la

sensibilidad bajó al 29% (135)

Otros autores han evaluado la técnica en muestras

humanas, con distintos resultados, Cristina y cols.

estudian la presencia de Toxoplasma gondhl mediante la

reacción en cadena de la polimerasa en muestras de

liquido cefalorraquideos y encuentran resultados

positivos en 8 de 11 pacientes (136) - Ostergaard y cols.

estudian 5 líquidos cefalorraquideos de pacientes con

encefalitis toxoplásmica y obtienen resultados positivos

en todos ellos, pero de los 33 muestras de líquido

cefalorraquideo de pacientes sin encefalitis

toxoplásmica, obtienen un resultado falso positivo (13’7)

Schoondermark-van-de-Ven y cols. ensayan la técnica en

20 líquidos cefalorraquideos de pacientes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondií y encefalitis toxoplásmica

demostrada, en nueve LCR de pacientes con anticuerpos

frente a Toxopl asma gondil pero sin encefalitis
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toxoplásmica y en 4 LCR de pacientes sin anticuerpos

frente a Toxoplasma gondii. Detecta la presencia del AUN

del parásito en 13 de los 20 pacientes con encefalitis

toxoplásmica y no detecta la presencia en ninguno de los

pacientes sin encefalitis (140) . Lebech y cols. dos

líquidos cefalorraquideos de pacientes con encefalitis

toxoplásmica demostrada por métodos habituales y en 11

pacientes sin encefalitis toxoplásmica. Encuentran

resultados positivos en los dos pacientes con encefalitis

toxoplásmica comprobada, mientras que no detecta la

presencia del AUN del parásito en los otros pacientes

(142)

Por tanto, la reacción en cadena de la polimerasa

es la única técnica que sirve para el diagnóstico de una

gran parte de las encefalitis toxoplásmicas, esta

técnica, con el desarrollo de sondas no isotópicas puede

extenderse a muchos laboratorios clínicos, sin embargo,

hay que señalar la necesidad de una mayor estandarización

de la técnica y indicar que se pueden producir falsos

negativos debido sobre todo a que cuando se extraiga la

muestra el paciente esté recibiendo ya terapia

antitoxoplásmica y quizás al poco volumen de muestra

procesado en algunos casos.

6.7.- Sobre la quimioterapia.

El tratamiento de elección de la toxoplasmosis es

la combinación de pirimetamina y sulfadiazina (o

trisulfapirimídinas) ; sin embargo, este tratamiento no

consigue eliminar la forma quistica del parásito y, en

pacientes con SIDA, provoca un alto índice de abandono

de la terapia debido a la aparición de efectos

secundarios. Así, el Toxoplasma Encephalitis Study Group,

señala que se observaron síntomas de toxicidad, por esta

asociación, en el 60% de los pacientes y que se suspendió

el tratamiento en el 45% (58)

Por otra parte, el tratamiento con la asociación

pirimetamina/sulfadiazina, a pesar de ser considerado
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como de elección, no es completamente efectivo en estos

pacientes; así Handíer y cols obtienen una respuesta

clínica satisfactoria en el 29% de los pacientes, una

mejoría parcial en el 60% y un fallo en el tratamiento,

con resultado de muerte, en el 11% de los casos; además,

se observaron 10 episodios de recaída en 6 de 24

pacientes, que se controlaron con la combinación de

pirimetamina y sulfadiazina en 8 de los casos (210)

Los resultados de nuestras experiencias señalan que

la combinación pirimetamina-sulfadiazina, la azitromicina

y la minociclina como los fármacos más eficaces. La

azitromicina se revela, en estos ensayos, como el

macrólido más prometedor, ya que no solo va a controlar

la proliferación del parásito sino que, aparentemente,

también consigue erradicarlo. Araujo y cols (160)

obtuvieron resultados equiparables, en condiciones

similares, y observaron que el tratamiento que hemos

aplicado protegía al 80% de los ratones infectados

intracerebralinente con Toxoplasma gondil (cepa 056),

sugiriendo que la azitromicina alcanzaría concentraciones

eficaces en el sistema nervioso central. En cuanto a la

minociclina, este antibiótico (análogo a la tetraciclina)

también muestra una gran actividad en el modelo murino

de toxoplasmosis aguda, tal y como habían señalado Ohang

y cols. (176), autores que obtuvieron un 100% de curación

tras tratar con dosis de 100 mg/kg, dos veces al día,

durante 12 días, ratones infectados con í0~ taquizoitos

de Toxoplasma gondii (cepa RH) ; en nuestro caso, tras

administrar una sola dosis diaria de 200 mg/kg, durante

10 días, no se ha detectado infección residual.

Con la clindamicina hemos obtenido peores

resultados, al igual que Piketty y cols (172) ; estos

autores le reconocen cierto efecto inhibitorio (sobre la

proliferación y difusión del parásito) pero no curativo -

comportamiento que cabe, así mismo, deducir de nuestros

datos- y también, como nosotros, consiguen una respuesta

142



mucho más satisfactoria con la clásica combinación de

pirimetamina y sulfadiazina.

Los datos expuestos, fruto de ensayos “in vivo”,

pueden correlacionarse con los resultados obtenidos por

otros autores en pruebas “in vitro”. I-{arris y cols (162)

por ejemplo, trabajando con cultivos celulares (cepa

RH/mioblastos LG E9), advierten la actividad y sinergismo

de pirimetamina y sulfadiazina, mientras que la

clindamicina, sola o en combinación con pirimetamina o

sulfadiazina no muestra actividad. Respecto a los

macrólidos, la azitromicina, roxitromicina, espiramicina

y claritromicina revelan “in vitro” actividad inhibitoria

(161) - En estas condiciones, Huskinson-Mark y cols (164)

observaron que, sobre la forma quistica de Toxoplasma

gondii (forma implicada en las reactivaciones de las

infecciones crónicas latentes, como las que se producen

en individuos inmunodeprimidos) , la azitromicina mostraba

mayor actividad que la pirimetamina, la sulfadiazina y

la clindauncina.

En nuestras experiencias, la espiramicina, fármaco

de elección para el tratamiento de la toxoplasmosis en

la mujer embarazada, administrada a dosis de 200 mg/kg,

diariamente, durante 10 días, no protege a ninguno de los

animales de la infección letal con la cepa Rbi de

Toxoplasma gondil. Con este macrólido, otros

investigadores han obtenido mejores resultados, también

en modelos murinos, aunque Chang y Pechére (156) no

pudieron determinar la pauta de tratamiento que confiere

un 100% de protección (dosis menores de las requeridas

eran tóxicas para el ratón) . En las mismas condiciones,

la miokamicina y la roxitromicina tampoco se muestran

eficaces , pero cuando este último antibiótico se

administra con dosis de 200 mg/kg cada 12 horas, el 90%-

de los animales sobreviven, lo que no sucede con la

miokamícina. Chan y Luft (153), después de tratar los

ratones (infectados con 200 taquizoitos) con
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roxitromicina, 10 mg/día, durante 21 días (lo que supone

aproximadamente 666 mg/kg/día), consiguieron un 100% de

supervivencia, detectando infección residual en todos los

animales. Ohang y Pechére obtuvieron resultados

similares, tras recibir 5 dosis de 540 mg/kg/día, los

ratones infectados con 5000 taquizoitos de la cepa RH

sobrevivían, pero el 50% seguía albergando el parásito

(156)

La claritromicina -200 mg/kg cada 24 horas- también

confiere cierta protección aunque no elimina la

infección. Chang y cols (159) trataron ratones infectados

con 5000 taquizoitos con dosis de 300 mg/kg/día, durante

9 días, registrando un 100% de supervivencia y un 58% de

infección residual -

Nuestros resultados, . en concordancia con otros

trabajos, sugieren que tanto la minociclina como la

azitromicina pueden alcanzar una gran importancia

clínica, como tratamientos alternativos a la combinación

pirimetamina-sulfadiazina, en casos de que esta

combinación no esté indicada; estos fármacos se muestran

tanto “in vitro como “in vivo”, claramente superiores

a la clindamicina, la claritromicina y la roxitromicina,

que están utilizándose ya, solos o en asociación con la

pirimetamina, en el tratamiento de algunos casos de

toxoplasmosis humana (58,211,212,213,214,215,216,217).

En conclusión, creemos que debe plantearse el

estudio de la verdadera utilidad de la minociclina y la

azitromicina en el tratamiento de la toxoplasmosis

humana, en casos en los que actualmente se recurre al uso

de clindamicina, claritromicina y roxitromicina, pues

parecen, mejores alternativas.
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7.- RESUMEN
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Toxoplasma gondii, cuya biología y encuadre

taxonómico no se aclaró hasta la década de los setenta,

cobró a partir de la segunda mitad de los ochenta nuevo

interés al demostrarse su papel como infección

oportunista en los pacientes con STDA. La encefalitis

toxoplásmica, por reactivación de una toxoplasmosis

crónica, y la toxoplasmosis adquirida por los

inmunosuprimidos, es uno de los riesgos frecuentes en

estos enfermos. El diagnóstico adecuado del proceso es

imprescindible para el establecimiento del tratamiento

adecuado, evitando, por otra parte, la carga

farmacológica innecesaria y cara de la profilaxis

medicamentosa -

Mientras que el diagnóstico de las toxoplasmosis

congénita o adquirida está bastante bien estandarizado,

el diagnóstico de la toxoplasmosis en los enfermos con

SIDA resulta difícil al carecer éstos de capacidad de

respuesta inmunitaria. Ante esta necesidad, con el fin

de ensayar en él, los métodos que se derivan de la

detección de antígenos, la clase de inmunoglobulina

presente, la avidez como indicativo de antigúedad de la

infección y la reacción en cadena de la polimerasa con

sondas específicas, se diseñó un modelo laboratorial de

trabajo, contrastando más tarde la eficacia de los

métodos elaborados en él en pacientes humanos aquejados

de encefalitis compatibles con toxoplasmosis.

Como primer paso en el establecimiento del modelo,

buscamos y aislamos a partir de cerebro de gato, con la

técnica que se describe, una cepa cistógena, capaz de la

infección asintomática, por vía oral, con quistes y

bradizoitos, de ratones NNRT . Se necroxiaron gatos

desechados, procedentes del centro de recogida de

animales de la Comunidad de Madrid y de Siruela

(Badajoz), eligiendo la cepa 868 por su apatogenicidad

y capacidad cistógena. La infección crónica producida por
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esta cepa, se revierte a infección aguda, mortal para los

ratones, mediante inmunosupresión farmacológica y

depresión con un monoclonal de la población linfocítica.

Al mismo tiempo y como contraste, se empleó, como agente

causal de toxoplasmosis aguda ( fase de agrupamientos con

taquizoitos) la bien conocida cepa RH, mantenida en U,

líquido.

La primera técnica puesta a punto con el modelo

consistió en la detección de antígenos circulantes por

ELISA. A este fin y por razones económicas, se prepararon

policlonales antitoxoplasma por hiperinmunización de dos

especies, cobayo y conejo. El ELISA doble capa detecta

antígeno circulante tanto en la infección aguda como

crónica, denunciando además la reactivación de la

infección crónica de la cepa cistógena. Los resultados

sobre el modelo experimental son excelentes. En la

infección aguda por la cepa RH se detectan durante todo

el período de la infección. En la crónica por la cepa

cistógena, durante el tiempo de la infección aguda. La

presencia de antígeno vuelve a resultar positiva después

de la reactivación experimental de la infección cronica.

El traslado de la técnica a la condición humana resultó

poco convincente, con sensibilidad baja (12,5%) y

especificidad del 93% en sangre periférica de los

enfermos con encefalitis toxoplasma-compatible no

tratados. Su sensibilidad en el líquido cefalorraquideo

de los mismos enfermos es aún menor. En ninguno de los

enfermos tratados se detectó antígeno circulante. Ante

estos resultados poco alentadores se exploró la utilidad

de la dinámica de clases de anticuerpos, igs, IgM e IgA,

así como la avidez de las IgG. La dinámica de las

inmunoglobulinas en el modelo experimental fue el

clásicamente conocido de detección temprana de la

infección de la cepa virulenta y mas tardía de la cepa

cistógena. Aunque la presencia y persistencia de IgM

específica es, según diversos autores y los resultados

147



de este trabajo, muy frecuente, desaparece en la práctica

en los inmunodeficientes con encefalitis toxoplásmica.

En el modelo experimental, la TgA tiene un comportamiento

prácticamente semejante a la TgM. Su interés diagnóstico

en los pacientes inmunodeficientes con encefalitis

demostró en nuestras manos, como las de autores

precedentes, de valor relativo y poco concluyente. En

todos los pacientes con encefalitis toxoplasma-

compatible, se detectó la presencia de TgG. La técnica

ELISA seguida, tuvo mayor sensibilidad que la

aglutinación directa. Comprobamos la avidez de estas IgG

específicas, que debe ser baja en las infecciones

recientes y alta en las antiguas. En el modelo

experimental, de demostró el valor diagnóstico de esta

apreciación, al aparecer, •consecuentemente a la rotura

inmunitaria y recrudescencia, TgG de baja afinidad, lo

que significa que la inmunosupresión lograda produjo la

recrudescencia, pero permitió la producción (lifocitos

memoria) de IgG. Los resultados en los pacientes humanos

son diferentes. En los enfermos con encefalitis

toxoplasma-compatibles, las TgG encontradas fueron de

afinidad alta, lo que hace a la prueba irrelevante para

el diagnóstico, pero, en sentido contrario, confirma una

vez más, la alta frecuencia de reactivación de una

infección crónica como causante de la encefalitis

toxoplásmica en los inmunodeprimidos.

El diagnóstico mediante la reacción en cadena de la

polimerasa (POR) , requirió, ante la falta de

estandarización de los pasos de la misma ( extracción,

iniciadores, ciclos de termociclador, etc.), el ensayo

previo de fijación de las condiciones óptimas del

proceso. Cuatro de los sistemas de extracción, sobre los

ensayados, proporcionaron, en las muestras hemáticas,

resultados aceptables, así como dos para las muestras del

líquido cefalorraquideo. Como iniciadores se utilizaron

secuencias repetidas muchas veces en el gen El que
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aumentan la sensibilidad. La sonda de hibridación

reveladora, no isotópica, quimiolumniscente, acerca la

técnica seguida a la generalidad de los laboratorios de

análisis. De este modo, el limite experimental de

detección alcanzado fue de 5 taquizoitos por muestra, lo

que es muy útil.

En el modelo experimental, la técnica detecta

zooitos en la sangre periférica desde el primer día de

infección con la cepa virulenta. En la cepa cistógena,

desde el 30 al 210 día de la infección, lo que viene a

coincidir con el tiempo esperado de la fase inicial del

ciclo; agrupamientos con taquizoitos. El método detecta,

lo que es más importante, la reactivación de la infección

crónica al 70 día postinmunosupresión. Su extensión al

diagnóstico humano, en el líquido cefalorraquideo, rindió

excelentes resultados, con especificidad del 100% y

sensibilidad del 81,8% en los pacientes con encefalitis

toxoplasma-compatible no tratados. Parece que la

detección de ADN especifico del parásito es, por el

momento, la técnica con mejores resultados.

En cuanto a los ensayos de quimioterapia podemos

destacar la buena actividad antitoxoplásmica que presenta

los fármacos utilizados clásicamente en el tratamiento

de la toxoplasmosis, la combinación de la pirimetamina

y sulfadiazina, también presentan buena actividad la

minociclina y la azitromicina, mientras que presentan

pobres resultados fármacos utilizados en el tratamiento

de la toxoplasmosis en determinadas circunstancias como

la espiramicina, la clindamicina, la claritromicina y la

roxitromicina -

Se concluye la tesis con la sensación de haber

cubierto, en buena parte, los objetivos propuestos,

contribuyendo al diagnóstico y tratamiento racional de

las recrudescencias por Toxoplasma en los enfermos con

SIDA u otros procesos de inmunosupresión.
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8.- CONCLUSIONES
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1..- El modelo experimental elaborado: aislamiento de una

cepa silvestre cistógena a partir de tejido cerebral de

gato ( cepa 868) , infección oral crónica asintomática

de ratones NMRI y reactivación de la infección crónica,

por depresión linfocitaria e inmunosupresores, resultó

útil y suficiente para el ensayo de los métodos diseñados

de diagnóstico de la reactivación toxoplasmósica . La

infección aguda, como contraste necesario, se llevé a

cabo por infección intraperitoneal de taquizoitos de la

cepa RE.

2.- En el modelo experimental de reactivación focal de

la toxoplasmosis crónica, resultó de utilidad para su

diagnóstico, la observación de antígeno circulante,

determinada por ELTSA con policlonales heteroespecíficos,

así como el cambio de avidez de las IgG específicas y la

presencia de DNA determinada por la reacción en cadena

de la polimerasa (POR) - Los resultados sin embargo no son

enteramente traspolables a la especie humana.

3.- Todas las encefalitis estudiadas en enfermos con

SIDA, compatibles con toxoplasmosis, fueron, de acuerdo

con la clase de inmunoglobulina presente y la alta

afinidad de las IgG, recrudescencias de una infección

crónica consecuente de la inmunosupresión. La presencia

de TgG específicas, en ausencia de TgM e IgA, en los

pacientes inmunosuprimidos, puede considerarse como el

indicativo principal de riesgo de encefalitis

toxoplásmica.

4..- La detección de clases de Ig, IgM e IgA, carece de

valor diagnóstico de la encefalitis toxoplásmica. Tampoco

es útil la avidez de la IgG, que no cambia como acontece

en el modelo experimental.

5.- La detección por ELISA de antígenos, tanto en sangre

como en LCR de enfermos con encefalitis compatible con

toxoplasmosis, es de muy baja sensibilidad, e inútil por

lo tanto para el diagnóstico etiológico del proceso.
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6.- La reacción en cadena de la polimerasa, con las

especificaciones que se indican, parece ser la técnica

mas útil en el diagnóstico. El revelado con sondas no

radioactivas, extiende la técnica al uso de laboratorios

de dotación ordinaria. Su sensibilidad es alta,

especialmente en pacientes con encefalitis no tratadas

con fármacos antitoxoplásmicos.

7.- En cuanto a los estudios de quimioterapia

desarrollados sobre Toxoplasma gondii, además de

comprobar la gran eficacia que presenta la combinación

clásica de pirimetamina y sulfadiazina, destaca la buena

actividad de la minociclina y la azitromicina, mientras

que aparecen con baja actividad antitoxoplasmica fármacos

empleados en el tratamiento de la toxoplasmosis humana

como la espiramicina, la clindaminica, la claritromicina

y la roxitromicina.
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Placa de radiografía en la que observa las impresiones

dejadas por la sonda bioluminiscente en casos de

presencia de ADN específico. La fila A, E y O muestran

amplificados en los que se detecta la presencia de AUN

específico (aparece una mancha negra en la radiografía)

y muestras sin AUN específico. La línea E corresponde al

límite de detección de la técnica.
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